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SLOVARČEK 
Biodostopnost (angl. bioavailability) – izraz se uporablja na različnih znanstvenih 
področjih in ima več definicij. V magistrskem delu je izraz uporabljen kot verjetnost 
privzema mikroplastike, ki je odvisna od velikosti delcev, številčnosti delcev v vodi, 
sedimentu ali organizmih. Trenutno mnogi od teh dejavnikov niso dobro poznani in morajo 
biti podrobneje raziskani v različnih okoljih (Anderson, Park in Palace, 2016). 
 
Bioakumulacija ali biološko kopičenje (angl. bioaccumulation) – je kopičenje strupenih 
snovi v organizmih. Strupena snov se vnese v organizem preko zaužitja, vdihovanja, stika s 
kožo itd.. Bioakumulacija se pojavi, ko organizem absorbira snov z večjo stopnjo, kot se 
le-ta izgublja s katabolizmom ali izločanjem. Večji kot je razpolovni čas strupene snovi, 
večje je tveganje za kronično zastrupitev, kljub temu, da je koncentracija strupene snovi v 
okolju nizka (Bryan in sod., 1979). 
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Globalna proizvodnja plastike je v letu 2014 znašala približno 311 milijonov ton 
(PlasticEurope in EPRO, 2015). Visoka produkcija in trajnost plastičnih materialov je 
vodila v pojavljanje in kopičenje plastičnih produktov tako v kopenskih kot vodnih 
habitatih po celem svetu (Derraik, 2002). Prvi dokazi o kopičenju plastičnih delcev v 
prebavnem traktu organizmov, so pridobljeni neposredno z ocenjevanjem vsebnosti 
črevesja pri morskih pticah (Kenyon in Kridler, 1969). V sedemdesetih letih 20. stoletja so 
z vzorčenjem planktona v Severnem morju in nadalje tudi v severnem in severozahodnem 
Atlantiku, potrdili prisotnost manjših plastičnih delcev v morskem okolju (Buchanan, 
1971; Carpenter in Smith, 1972; Colton, Knapp in Burns, 1974). Novejše študije na 
arhivskih vzorcih planktona iz severovzhodnega Atlantika kažejo, da se prisotnost 
mikroplastike (MP) v vodnem stolpcu v zadnjih 40-ih letih očitno povečuje in da je 
številčnost MP v vzorcih v močni korelaciji s povečevanjem globalne produkcije plastičnih 
materialov. Podatkov o tem, kako MP učinkuje na organizme pa je malo (Thompson in 
sod., 2004; Browne, Galloway in Thompson, 2007). 
 
Mikroplastiko, ki se pojavlja v okolju, razvrščamo v kategorije glede na velikost, obliko, 
vrsto polimernega materiala in vir nastanka (Zitko in Hanlon, 1991; Cole in sod., 2011; 
Rehse, Kloas in Zarfl, 2016). Najbolj uporabljene vrste polimernih materialov so polietilen 
(PE), polipropilen (PP), polivinil klorid (PVC), polistiren (PS) in polietilen tereftalat (PET) 
(Andrady in Neal, 2009). Prav s temi plastičnimi polimeri je onesnaženih večina morij in 
morskih obal (Sudhakar in Doble, 2008). 
 
Večina pozornosti je bila do danes namenjena raziskovanju pojavljanja MP v morskih 
ekosistemih (Thompson in sod., 2004; Cole in sod., 2011; Ivar do Sul in Costa, 2014; 
Wang in sod., 2016), na morskih obalah (Browne in sod., 2011) in v globokomorskih 
sedimentih (Van Cauwenberghe in sod., 2013; Woodall in sod., 2014) ter estuarijih (Sadri 
in Thompson, 2014; Yonkos in sod., 2014; Fok in Cheung, 2015). Študije o kontaminaciji 
organizmov z MP so izvedene predvsem z raziskovanjem črevesne vsebine (Dris in sod., 
2015). Zaužitje MP so v morskem okolju potrdili pri vrstah iz različnih habitatov ter 
trofičnih nivojev; pri zooplanktonu (Desforges, Galbraith in Ross, 2015), ribah (Lusher, 
McHugh in Thompson, 2013), koralah (Hall, Berry, Rintoul in Hoogenboom, 2015), 
tjulnjih (Eriksson in Burton, 2003), kitih (Besseling in sod., 2015) itd.. Količina zaužite 
MP je povezana s koncentracijo in velikostjo MP, časom izpostavljenosti ter načinom 
prehranjevanja organizmov (Setälä, Norkko, Lehtiniemi, 2016). Dosedanje študije kažejo, 
da je manjša MP biodostopna v večji meri in predstavlja večjo nevarnost za organizme, saj 
lahko vstopa v prehranski splet na nižjih trofičnih nivojih (Cole in sod., 2013, Kärrman, 
Schönlau, Engwall, 2016). Prisotnost MP v organizmih višjih trofičnih nivojev povezujejo 
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z možnostjo prenosa MP med trofičnimi nivoji (Eriksson in Burton, 2003). Trofični prenos 
MP pod laboratorijskimi pogoji, so dokazali na primeru školjk in rakov (Farrell in Nelson, 
2013), zooplanktona in kozic (Setälä in sod., 2014) ter pri navadnih cebricah, ki so jih 
hranili s solinskimi rakci, katere so predhodno izpostavljali MP (Batel in sod., 2016). 
V zadnjih letih vse več študij potrjuje pojavljanje MP v stoječih (Imhof in sod., 2013; 
Eriksen in sod., 2013; Biginagwa in sod., 2016) in tekočih celinskih vodnih habitatih 
(Castañeda in sod., 2014; Klein, Worch in Knepper, 2015; Zhang in sod., 2015) po celem 
svetu. Velika številčnost MP v celinskih vodnih habitatih je tako kot v oceanskih in 
morskih habitatih v korelaciji s populacijsko gostoto človeka in rabo zemljišč v okolici 
(Eriksen in sod., 2013; Eerkes-Medrano, Thompson in Aldridge, 2015). Kopičenje MP v 
črevesju so potrdili pri ribah v Franciji (Sanchez, Bender in Porcher, 2014) in ribah iz 
Afriških velikih jezerih (Biginagwa in sod., 2016). 
 
Mikroplastika predstavlja za organizme nevarnost, saj lahko ob zaužitju povzroči fizične 
poškodbe prebavnega trakta ali pa ga zasiči (Browne in sod., 2007), kar vodi v zmanjšan 
prevzem hrane (Derraik, 2002; Thompson, 2006). Prav tako pa lahko MP iz črevesja 
prehaja v druge organe (Browne et al., 2004). V okolju večji kosi plastike navadno 
sčasoma razpadejo na manjše koščke, s tem pa se poveča tudi možnost, da jih živali 
zaužijejo. Kljub skoraj pol stoletja znanih podatkov o obstoju MP v prehranjevalnem 
spletu je do danes sorazmerno malo znanega kako različne vrste, oblike in velikosti MP 
vplivajo na različne organizme in pri katerih koncentracijah. Predvsem so manjkajoči 
podatki o vplivu na nevretenčarje (zooplankton), ki so pomemben primaren potrošnik v 
prehranjevalnih spletih (Kärrman, Schönlau, Engwall, 2016).  
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1.2 NAMEN RAZISKOVANJA 
Z magistrskim delom smo želeli ugotoviti možnost privzema MP in njen vpliv na dve vrsti 
planktonskih rakov, vodne bolhe Daphnia magna in solinske rakce Artemia franciscana. 
Cilj študije je bil ugotoviti, ali ima MP negativen vpliv na preživetje in velikost testnih 
organizmov. Hkrati nas je zanimala količina zaužite MP, s čimer smo preko določitve 
polnosti prebavnega trakta testnih osebkov ugotavljali odvisnost biodostopnosti MP od 
velikosti in tipa MP pri izbranih testnih vrstah. Testirali smo MP velikostnega ranga od 20 
- 1000 μm.  
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
H1: Organizmi privzamejo manjše velikostne razrede testiranih tipov MP v večji meri 
kot večje velikostne razrede MP. 
H2: Testirani tipi MP imajo različno biodostopnost in vpliv pri izbranih testnih 
organizmih - D. magna in A. franciscana. 
H3: Akutno izpostavljanje organizmov pri testni koncentraciji 100 mg MP/L 
(predlagana maksimalna testirana koncentracija po OECD 202 (2004)) vodi v 
zaužitje MP in vpliva na preživetje osebkov D. magna in A. franciscana. 
H4: MP vpliva na velikost osebkov D. magna in A. franciscana. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 MIKROPLASTIKA (MP) 
2.1.1 Definicija in nastanek MP v okolju 
Plastični delci, ki se pojavljajo v okolju, so heterogena skupina plastike in so lahko 
kategorizirani glede na različne lastnosti. Najpogosteje jih karakteriziramo glede na 
velikost, obliko, izvor, vrsto polimera in barvo. Primarna lastnost, po kateri jih ločimo, je 
velikost. Do danes še uradno ni vzpostavljenega mednarodnega poenotenega 
klasifikacijskega sistema, zaradi česar različni avtorji uporabljajo pojem »mikroplastika« 
za plastične delce različnih velikostnih razredov (Cole in sod., 2011). Takšna neskladnost 
je posebej problematična, kadar želimo primerjati dobljene podatke glede vpliva različnih 
velikostnih razredov. To dodatno podpira zahteve po znanstveni standardizaciji na 
področju raziskav z MP (Costa in sod., 2010). Šele v zadnjih letih se na določenih 
področjih raziskovanja uvajajo standardizirane metode vzorčenja in monitoringa MP v 
okolju (Galgani in sod., 2010; Hanke in sod., 2013). Glede na velikost delimo plastiko v 
okolju na: makroplastiko (>25 mm), mezoplastiko (5 – 25 mm), večjo MP (1 – 5 mm) in 
manjšo MP (20 μm – 1 mm) (Wagner in sod., 2014). Delce manjše od 20 μm 
opredeljujemo kot nanoplastiko (Hanke in sod., 2013), nekateri avtorji pa izraz 
nanoplastika uporabljajo izključno za delce manjše od 100 nm. V naši raziskavi smo kot 
MP opredelili delce manjše od 5 mm (Wagner in sod., 2014). 
 
Glede na mesto nastanka, plastiko, ki se pojavlja v okolju razvrščamo v dve kategoriji. 
Primarna MP nastaja z industrijsko pridelavo v procesih struženja, mletja ali drobljenja. 
Tako nastale pelete nadalje uporabijo za proizvodnjo plastičnih produktov ali kot abraziva 
v čistilnih sredstvih, sredstvih za osebno nego ter kozmetičnih produktih (Zitko in Hanlon, 
1991; Cole in sod. 2011). Prva uporaba MP v kozmetiki sega v osemdeseta leta 19. stoletja 
in se od takrat drastično povečuje. Uporabljena MP je različnih oblik, velikosti in sestave 
(Zitko in Hanlon, 1991; Fendall in Sewell, 2009). Gregory (1996) je v kozmetičnem 
produktu zaznal pristnosti polietilenskih in polipropilenih granul manjših od 5 mm ter 
polistirenih kroglic manjših od 2 mm. Fendall in Sewall (2009) pa poročata o prisotnosti 
MP nepravilnih oblik s premerom manjšim od 0,5 mm in debeline manjše od 0,1 mm. 
Sekundarna MP je produkt in situ fragmentacije večjih plastičnih kosov. S hkratnim 
delovanjem fizikalnih (mehaničnih sil), bioloških in kemičnih procesov v okolju, prihaja 
do zmanjšanja strukturne integritete plastike, kar vodi v fragmentacijo (Browne, Galloway 
in Thompson, 2007). UV svetloba povzroči oksidacijo polimernega matriksa in s tem 
razpad vezi (Andrady, 2011; Barnes in sod., 2009; Browne, Galloway in Thompson, 2007). 
Takšna degradacija plastičnega polimernega matriksa lahko povzroči sproščanje ali 
spiranje aditivov, kot so barvila in trdilci oziroma mehčalci plastike (Talsness in sod., 
2009). Hladni in slani pogoji morskega okolja do določene mere zavirajo foto-oksidacijo. 
Plastične naplavine na morskih obalah pa so izpostavljene direktnemu sončnemu sevanju, 
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kar posledično poveča stopnjo foto-oksidacije in po določenem času vodi v rumenenje in 
fragmentacijo plastike (Andrady, 2011; Barnes in sod., 2009). Z izgubo strukturne 
integritete so delci še bolj izpostavljeni dodatni fragmentaciji zaradi abrazije, delovanja 
valov in turbulence (Barnes in sod., 2009; Browne, Galloway in Thompson, 2007). Ta 
proces je kontinuiran, dokler večji kosi makroplastike ne postanejo mikroskopske velikosti 
(Fendall in Sewell, 2009). Galgani in sod. (2010) poročajo o detekciji najmanjšega 
plastičnega delca v oceanih s premerom 1,6 μm. Okoljske razmere lahko vodijo tudi v 
sedimentacijo plastike v okolju (Cole in sod., 2011). K sedimentaciji MP pa lahko prispeva 
tudi obrast delcev z biofilmom, ter nadalje kolonizacija z algami in ličinkami 
nevretenčarjev, kar dodatno poveča gostoto MP (Andrady, 2011; Zettler, Mincer in 
Amaral-Zettler, 2013). Sekundarna MP nastaja tudi s pranjem perila v pralnih strojih in se 
nato spira v komunalne čistilne naprave, kjer ima najdaljši zadrževalni čas (Browne in 
sod., 2011). 
 
Glede na stopnjo globalne produkcije plastike, se v okolju pojavljajo polimerne vrste kot 
so polietilen (visoko- in nizko-gostotni), polietilen tereftalat, polipropilen, polistiren in 
polivinil klorid. Glede na obliko MP razvrščamo v več kategorij: fragmenti (nepravilnih 
oblik), peleti (cilindrični, diskasti, krogličasti), filamenti (vlakna) in granule. Oblika MP je 
povezana s samim virom emisije. Gostota plastike za potrošno rabo variira med 0,85 do 
več kot 1,4 kg/L (Preglednica 1). Plastični polimeri, kot sta polipropilen in polietilen, imata 
nižjo gostoto od vode in zato plavata na površini, medtem ko lahko plastična polimera kot 
sta polistiren in polietilen tereftalat, zaradi večje gostote potoneta (Wright, Thompson in 
Galloway, 2013).  
Preglednica 1: Najpogosteje uporabljene vrste polimernih materialov ter njihova gostota (povzeto po 
Hidalgo-Ruz in sod., 2012). 
Vrste polimernih materialov Kratica Gostota polimera (g/cm3) 
Polietilen tereftalat PET 1,37-1,45 
Polietilen PE 0,917-0,965 
Polivinil klorid PVC 1,16-1,58 
Poliuretan PU 1,2 
Polipropilen PP 0,9-0,91 
Polistiren PS 1,04-1,1 
2.1.2 Pojavljanje MP v morskem okolju 
Plastični delci se v morsko okolje vnašajo iz kopnega ali z razpadom mezo- in 
makroplastičnih delcev v morju in oceanih. Nekatera MP, še posebej industrijska MP, ki se 
uporablja za potrošne produkte, prispeva največji delež vnosa v morja in oceane (Andrady, 
2011; Ryan in sod., 2009). Plastični odpadki iz kopnega predstavljajo 80 % vsega 
plastičnega odpada, ki ga najdemo v morskem okolju (Andrady, 2011). Z vstopom MP v 
oceane, se lahko le ta prenaša s tokovi po celem svetu ter se kopiči na območju krožnih 
tokov. MP je suspendirana v vodnem stolpcu (Lattin in sod., 2004), obalnih vodah (Ng in 
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Obbard, 2006), estuarijih (Brown in sod., 2010), je naplavljena na obale (Browne in sod., 
2011), plava na gladini (Cózar in sod., 2014), zaznali pa so jo tudi v globokomorskih 
sedimentih (Van Cauwenberghe in sod., 2013; Woodall in sod., 2014; Fischer in sod., 
2015). Večja poselitev ob rekah in obalnih pasovih, povečuje možnost vnosa plastičnega 
odpada v morje preko rek in odpadnih vod (Moore, 2008; Thompson in sod., 2009). 
Ekstremni vremenski dogodki, kot so hurikani ali poplave, lahko dodatno prispevajo k 
prenosu plastičnih odpadkov iz kopenskih okolij v morje (Barnes in sod., 2009; Thompson 
in sod., 2005). Moore in sod. (2002) so na primeru padavinskega transportnega sistema v 
Los Angelesu dokazali, da se ob večjih neurjih poveča vsebnost plastičnih predmetov < 
4,75 mm z 10 plastičnih kosov/m3 na 60 plastičnih kosov/m3. Nadalje so dokazali, da se ob 
povečanem pretoku vode v reki zaradi nevihte poveča razdalja odlaganja plastičnih kosov 
od ustja reke proti odprtemu morju (Moore in sod., 2002). Za odprte vode 
severozahodnega mediteranskega morja so Collignon in sod. (2012) ugotovili, da je 
koncentracija plavajočih plastičnih delcev pred nevihto 5-krat višja kot po nevihti, saj 
močni vetrovi pospešijo mešanje in povzročijo vertikalno prerazporeditev plastičnih delcev 
iz zgornjega sloja vodnega stolpca.  
 
S plavajočimi bojami in oceanografskimi modeli so prikazali, da lahko plavajoči plastični 
odpadki migrirajo od vzhodnih obal ZDA v Severno Atlantski subtropski krogotok v manj 
kot 60 dneh (Law in sod., 2010). Večina sintetičnih polimerov, kot sta PE in PP, je 
plavajočih in tako potujejo s tokom. Plavajoči plastični delci so podlaga za pritrditev 
planktonskih organizmov, vključno za larve mnogih ekonomsko pomembnih vrst, ki živijo 
v evfotski coni (Fendall in Sewell, 2009). Prav tako pa lahko z globinskimi tokovi potujejo 
težji polimeri, kot so PVC, poliester in poliamid (PA) (Engler, 2012). S časom se lahko 
gostota plavajočih plastičnih delcev povečuje na račun bio-obraščanja. Elementna analiza 
plastičnih vzorcev iz morja je pokazala prisotnost dušika (Morét-Ferguson in sod., 2010), 
ki pa ni prisoten v matriksu čistega PE in PP. Zaradi bio-obraščanja plastični delci 
dosežejo enako ali večjo gostoto kot morska voda in tako vstopijo v vodni stolpec, kar 
lahko vodi v sedimentacijo (Cózar in sod., 2014). Mikrobni biofilmi v začetni stopnji bio-
obraščanja zmanjšajo hidrofobnost plastičnih delcev in povzročijo naravno plovnost, kar 
omogoči tonjenje pod morsko gladino (Lobelle in Cunliffe, 2011). Collignon in sod. 
(2014) so ugotovili, da je približno 22 % plastičnih delcev obraščenih z epifiti in se procent 
obraščenosti poveča v poletnem času (od avgusta do septembra). Ker se gostota morske 
vode povečuje z globino, ostanejo plastični delci suspendirani na globini, na kateri je 
gostota obraščenih delcev enaka gostoti sloja vodnega stolpca. Terenski eksperimenti so 
pokazali, da s tonjenjem prihaja do hitrega odstranjevanja obrasti in s tem plastični delci 
ponovno splavajo na površje (Ye in Andrady, 1991). 
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2.1.3 Pojavljanje MP v celinskih vodah 
Številne študije poročajo o prisotnosti MP v sedimentu jezerskih obal in rečnih brežina ter 
v kontinentalnih rečnih sistemih v Evropi, Severni in Južni Ameriki in Aziji. Stopnje 
onesnaženja z MP se v jezerskih sedimentih močno razlikujejo. Imhof in sod. (2013) so s 
študijo na Gardskem jezeru dokazali, da je pojavljanje in prostorska razporeditev MP v 
obalnem sedimentu jezera odvisna predvsem od vetrovnosti, morfologije jezera in 
posledično tokov. V sedimentu severnega dela jezera so zaznali 1108 ± 983 MP/m2, na 
južni obali jezera pa 108 ± 55 MP/m2. Najpogosteje prisoten polimer je PS (45,6 %), v 
nekoliko nižjem procentu PE (43,1 %). Polimera PA in PVC sta se pojavljala v velikosti 9 
μm. Z elektronsko mikroskopijo so ugotovili, da so delci posledica in situ fragmentacije 
večjih plastičnih predmetov (Imhof in sod., 2013). Faure in sod. (2012) so s študijo na 
Ženevskem jezeru ugotovili, da so koncentracije MP v sedimentu zelo variabilne in sicer 
od 2656,25 - 5018,75 delcev/m2. Z ekstrapolacijo terenskih podatkov so izračunali, da je 
številčnost MP v vodnem stolpcu 48146 delcev/km2. V največji meri se pojavlja PS (Faure 
in sod., 2012). Zbyszewski in Corcoran (2011) sta zaznala pojavljanje MP v sedimentu 
Huronskega jezera (Kanada, ZDA). Delce sta vzorčili vizualno, ter jih nato razporedila v 3 
skupine: peleti < 5mm, natrti plastični fragmenti > 5mm in PS delci vseh velikosti. 
Prevladujoča oblika MP je bila odvisna od lokacije vzorčenja. Na vzorčnem mestu blizu 
industrijske cone ob jezeru sta zaznala več kot 94 % industrijskih plastičnih peletov, 
medtem ko so le ti na ostalih vzorčnih mestih predstavljali 15 %. V največjem deležu so 
bili peleti iz PE (Zbyszewski in Corcoran, 2011). Obale jezer imajo nižje koncentracije MP 
v primerjavi z morskimi obalami, ki se jih uvrščamo v visoko kontaminirane (Barnes in 
sod., 2009), vendar pa znanstveniki opažajo, da je jezerska biota ogrožena v enaki meri kot 
morska biota (Cole in sod., 2011). Eriksen in sod. (2013) so s študijo na Velikih Jezerih 
(Kanada) ugotovili, da se v vodnem stolpcu v največji meri pojavljajo delci velikostnega 
razreda med 0,355 mm in 0,999 mm. Povprečna koncentracija delcev na jezeru je bila 
43157 delcev /km2, v veliki večini pa so bili iz PE in PP. V gorskem jezeru Hovsgol 
(Mongolija) so ugotovili povprečno pojavljanje 20264 delcev/km2 (Free in sod., 2014). V 
primerjavi z ostalimi jezeri okrog katerih je gostejša antropogena naselitev, je količina MP 
v jezeru Hovsgol vseeno znatna. Avtorji pripisujejo kontaminacijo jezera z MP preko 
zračnega prenosa iz oddaljenih urbanih območij (Free in sod., 2014). 
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Študije prisotnosti MP v rečnem sedimentu so redke. S pregledom sedimenta iz reke 
Svetega Lovrenca (Kanada), so ugotovili večjo koncentracijo mikrokroglic velikostnega 
razreda od 0,5 mm do 2 mm. Mikrokroglice so bile splošno prisotne v vseh vzorcih 
sedimenta (povprečno 13832 delcev/m2), vendar pa so na nekaterih mestih zaznali tudi do 
105 delcev/m2. Takšna prostorska razporeditev je verjetno posledica okoljskih faktorjev, ki 
narekujejo sedimentacijo (Castañeda in sod., 2014). Koncentracije MP v rekah so zelo 
variabilne, kar je posledica različnih metod preučevanja. V rekah na širšem območju 
Londona (Velika Britanija) poročajo o koncentraciji med 3,3 in 9,9 delcev/L (Sofra, 
Calarke in Calarke, 2016). Na reki Seni (Francija) so z uporabo 80 μm sita ugotovili, da 
koncentracija delcev variirala od 3-106 delcev/m3 in da je 52 % plastičnih vlaken manjših 
od 1000 μm. Pri uporabi 330 μm sita so bile vrednosti manjše in sicer med 0,28-0,45 
delcev/m3, od teh je 25 % plastičnih niti manjših od 1000 μm (Dris in sod., 2015).  
 
V študiji na rekah San Gabriel in Los Angeles (ZDA) so zaznali med 0,01 do 12,9 
delcev/L. Po dežju se je količina MP velikostnega razreda 1 - 4,75 mm v reki Los Angeles 
povečala za 16 krat. Pod enakimi pogoji se je koncentracija MP v reki San Gabriel 
povečala za 3 krat. Z ekstrapolacijo teh rezultatov so ocenili, da se je v treh dneh v morje 
vneslo 2,3 milijarde delcev (Moore, Lattin in Zellers, 2011). S študijo na reki Donavi so v 
obdobju dveh let zaznali prisotnost 316 ± 4664,6 delcev/1000 m3. Pri takšni vrednosti 
delcev v reki ocenjujejo, da se v Črno morje vnese 4,2 t plastičnih delcev/dan. Večina 
(79,4 %) zaznane odpadne plastike v reki, je industrijska plastika (peleti, kosmi, kroglice) 
(Lechner in sod., 2014). McCormick in sod. (2014) so preučevali koncentracijo MP v 
drenažnem kanalu »North Shore Channel« (Chicago, ZDA) gor- in dol-vodno od 
komunalne čistilne naprave. Ugotovili so, da je koncentracija gor-vodno od komunalne 
čistilne naprave 1,94 delcev/m3, dol-vodno pa 17,93 delcev/m3. V študiji zaključujejo, da 
je iztok iz komunalne čistilne naprave pomemben primarni vir MP v kontinentalnih vodah 
(McCormick in sod., 2014). Nasprotno Carr, Liu in Tesoro (2015) ugotavljajo, da se v 
usedalniku, aktivnem blatu in iztoku komunalne čistilne naprave pojavlja 1,10x109 
MP/dan. Zaključujejo, da so obstoječi postopki čiščenja komunalnih odpadnih vod zelo 
učinkoviti pri odstranjevanju MP in da iztočne vode tako sekundarnih kot terciarnih 
čistilnih naprav, minimalno prispevajo k onesnaževanju celinskih vodnih okolij in oceanov 
z MP (Carr, Liu in Tesoro, 2016). 
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2.1.4 Biodostopnost MP pri organizmih 
Wright in sod. (2013a) opisujejo faktorje, ki bi lahko povečali biodostopnost MP pri 
morskih organizmih; to je variabilna gostota, ki omogoča zasedanje različnih plasti 
vodnega stolpca in sedimenta morskega dna, ter majhnost, ki poveča potencial 
biodostopnosti, kar posledično predstavlja grožnjo za organizme. Zaužitje MP je odvisno 
tudi od pogostosti in obnašanja delcev v vodnem okolju (podobnost plenu, lebdenje v 
vodnem stolpcu ali na gladini itd.), ter načina prehranjevanja in anatomije prebavnega 
trakta organizmov (Moore, 2008; Kaposi in sod., 2014; Setälä, Fleming-Lehtinen in 
Lehtiniemi, 2014).  
 
Thompson in sod. (2004) so na obalah Združenega Kraljestva ugotovili pojavljanje večje 
gostote plastičnih delcev s premerom okrog 20 μm. Za ugotavljanje potencialnega zaužitja 
plastičnih delcev, so izpostavili postranice (drobilci), peščene črve (detritivori) in 
vitičnjake (filtratorji) ter ugotovili, da organizmi zaužijejo MP že pri nižjih koncentracijah 
v prvih dneh izpostavitve. Zaužitje MP so potrdili pri bentoških organizmih, kot so morske 
školjke (Mytilus edulis) (Browne in sod., 2008; Farrell in Nelson, 2013) in bentoški 
mnogoščetinci (Arenicola marina) (Wright in sod., 2013a) ter tudi pri pelagičnem 
zooplanktonu (Lee in sod., 2013; Setälä, Fleming-Lehtinen in Lehtiniemi, 2014) in larvah 
rib (Mazurais in sod., 2015). Organizmi nižjih trofičnih nivojev so še posebej dovzetni za 
zaužitje MP, saj so številni ne selektivni filtratorji, ki niso zmožni razlikovanja med hrano 
in plastičnimi delci (Barnes in sod., 2009; Fendall in Sewell, 2009; Lozano in Mouat, 
2009; Cole in sod., 2011). Načini prehranjevanja zooplanktonskih organizmov se 
razlikujejo med življenjskimi stadiji, so vrstno specifični ali pa so odvisni od prisotnosti 
plena (Wirtz, 2012). Plastični fragmenti s premerom 1 μm in dolžine 15 μm spadajo v enak 
velikostni razred kot hrana zooplanktonskih organizmov (Frias, Sobral in Ferreira, 2010). 
Cole in sod. (2013) so pod laboratorijskimi pogoji izpostavili zooplanktonske organizme 
PS kroglicam velikosti od 7,3 – 30,6 μm in ugotovili, da je 13 od 15-ih izpostavljenih 
zooplanktonskih vrst sposobnih zaužitja PS kroglic. Stopnja zaužitja MP je bila odvisna od 
taksona, življenjskega stadija in velikosti kroglic (Cole in sod. 2013).  
  
Kunej U. Vpliv velikosti mikroplastike na biodostopnost pri izbranih vrstah vodnih rakov. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2017 10 
Desforges, Galbraith in Ross (2015) so z vzorčenjem ceponožcev Neocalanus cristatus in 
kril-a Euphausia pacifica v Severnem Pacifiku, ugotovili prisotnost MP v črevesju ujetih 
organizmov. Slednji vrsti predstavljata pomemben člen v prehranjevalnem spletu 
Severnega Pacifika. Nadalje so ugotovili, da so ti organizmi sposobni zaužiti MP v 
velikosti do 800 μm (Desforges, Galbraith in Ross, 2015). Murray in Cowie (2011) sta MP 
odkrila pri rakih vrste Nephrops norvegicus ulovljenih v »Clyde Sea« (Škotska). Rezultati 
njune študije nakazujejo, da normalni prebavni procesi ne odstranijo plastičnih filamentov, 
saj le ti ne morejo preiti skozi želodec (Murray in Cowie, 2011). Večina študij predvideva 
direktno zaužitje kot primarno pot vnosa MP, zaradi česar se večina študij osredotoča na 
ugotavljanje prisotnosti MP v želodcu ali črevesju organizmov, vendar pa so Watts in sod. 
(2014) v študiji opozorili na druge možne poti vnose. Dokazali so, da rakovice vrste 
Carcinus maenas ne samo požirajo MP, temveč jo tudi vsrkajo v škržno votlino, kjer se 
lahko zadržuje tudi do 21 dni (Watts in sod., 2014). 
 
Študij o privzemu MP pri organizmih celinskih voda je zelo malo. Pri pregledu črevesne 
vsebine 21-ih odraslih osebkov severne ščuke (Esox lucius), 18-ih osebkov rdečeoke 
(Rutilus rutilus) in dveh osebkov ploščiča (Abramis brama) iz Ženevskega jezera, niso 
zaznali plastičnih delcev (Faure in sod., 2012). Sanchez, Bender in Porcher (2014) so 
potrdili prisotnost MP v črevesju globočkov (Gobio gobio), ki so jih vzorčili v 11-ih rekah 
v Franciji. Ribe so secirali in vsebino črevesja pregledali pod mikroskopom. Mikroplastiko 
so opazili pri osebkih iz 8-ih rek in se je pojavljala v 11-26 % osebkov. Avtorji so 
ugotovili, da so ribe iz rek, ki so v bližini urbanih naselij v večji meri kontaminirane z MP, 
v primerjavi z ribami, ulovljenimi v rekah z nižjo stopnjo antropogenega vpliva (Sanchez, 
Bender in Porcher, 2014). Imhof in sod. (2013) so v svojih eksperimentih s fluorescentno 
MP izpostavljali nevretenčarje celinskih voda iz različnih prehranskih cehov. Mikroplastiki 
so izpostavljali črva vrste Lumbriculus variegatus, vodne bolhe (D. magna), dvoklopnike 
vrste Notodromas monacha, polže vrste Potamopyrgus antipodarum in postranice vrste 
Gammarus plurex. Pri vseh izpostavljenih organizmih so potrdili zaužitje. Prisotnost 
delcev so odkrili v iztrebku pri detritivoru Gammarus plurex in strgalcu Potamopyrgus 
antipodarum. Dodatno so delce potrdili v prebavnem sistemu depozitivorov (Lumbriculus 
variegatus), filtratorjev (D. magna) in dvoklopnikov (Notodromas monacha). Slednji se 
hranijo z biofilmi plavajočimi na gladini (Imhof in sod., 2013). Njihovi rezultati se 
skladajo z rezultati študij zaužitja MP pri morskih organizmih (Thompson in sod., 2004; 
Cole in sod., 2011; von Moos, Burkhardt-Holm in Köhler, 2012; Wright, Thompson in 
Galloway, 2013) in morskih zooplanktonskih organizmih (Cole in sod., 2013). 
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2.2 MP IN BIOLOŠKE INTERAKCIJE  
2.2.1 Vpliv MP na organizme 
MP vpliva na množico bioloških sistemov in kaže vplive na enocelične organizme ter 
raznolike mikrobne združbe, ki vključujejo heterotrofne in avtotrofne organizme, ter vpliva 
na njihove plenilske in simbiotske interakcije itd. (Zettler, Mincer in Amaral-Zettler, 
2013). Bhattacharya, Turner in Ke (2010) so z izpostavljanjem morske alge vrste 
Scenedesmus spp., pozitivno nabitim nano-kroglicam ugotovili, da se le te adsorbirajo na 
gradnike celuloze in povzročijo inhibicijo fotosinteze ter oksidativni stres. Prav tako pa 
modelne simulacije nakazujejo, da lahko MP povzroči spremembe v membranski strukturi 
in aktivnosti lipoproteinov ter posledično celičnih funkcijah (Rossi, Barnoud in Monticelli, 
2013). 
 
Po zaužitju lahko MP povzroči fizične poškodbe (odrgnine) prebavnega trakta, ga zasiči in 
s tem ovira prehodnost hrane ali pa se v njem dalj časa zadržuje in se nato izloči (Browne 
in sod., 2007). Plastična vlakna so še posebej problematična, saj se lahko zvijejo v klopčiče 
in vozle, kar oteži izločanje (Murray in Cowie, 2011). Setälä, Fleming-Lehtinen in 
Lehtiniemi (2014) ugotavljajo, da ceponožci vrste Eurytemora affinis in kozice vrste 
Neomysis integer izločijo mikrokroglice skupaj z iztrebkom v času 12-ih ur po izpostavitvi 
oziroma zaužitju. Pri nekaterih organizmih so opazili, da MP izbljuvajo oziroma tvorijo 
»pseudofeces«. Pseudofeces je način zavračanja zaužitega materiala, ki zahteva dodaten 
energetski vložek, kar lahko vodi v stradanje (Wegner in sod., 2012).  
 
Mikroplastika lahko z zasičenjem prebavnega trakta simulira sitost, kar vodi v zmanjšan 
privzem hrane ter posledično stradanje (Derraik, 2002; Thompson, 2006). Z 
izpostavljanjem ceponožnih rakcev vrste Centropages typicus v mediju z algami in z ter 
brez MP (velikosti 7,3 μm), so ugotovili, da je stopnja prehranjevanja organizmov v 
mediju alg in MP znatno nižja (Cole in sod. 2013). Wright in sod. (2013a) so v 
kontaminiranem sedimentu z ne-plastificiranimi PVC (NPVC) delci (do 5 % teže 
sedimenta), izpostavljali peščenega črva Arenicola marina. Ugotovili so, da se pri osebkih 
zmanjšajo energijske rezerve tudi do 50 % ter da je le-to posledica kombinacije zmanjšane 
prehranjevalne aktivnosti, daljšega zadrževalnega čas požrtega materiala v prebavnem 
traktu in vnetnega odziva. S kroničnim izpostavljanjem so ugotovili, da organizmi 
zaužijejo manj delcev in da se zaradi odsotnosti beljakovinske prevleke na MP oslabi 
adhezija (lepljenje) delcev na prehranjevalni aparat organizmov (Wright in sod., 2013a). 
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Lee in sod. (2013) ugotavljajo, da je vpliv MP pri odraslih samicah in ličinkah 
ceponožnega rakca Tigriopus japonicus odvisen od velikosti MP in časa izpostavljanja. Z 
akutnim izpostavljanjem MP z velikostjo 12,5 μm so ugotovili, da le ta nima vpliva na 
smrtnost prve generacije, povečano stopnjo smrtnosti pa so opazili po drugi generaciji pri 
kroničnem izpostavljanju istim delcem (Lee in sod., 2013). Prav tako pa Rehse, Kloas in 
Zarfl (2016) potrjujejo, da je smrtnost vodnih bolh D. magna pri izpostavljanju MP z 
velikostjo 1 μm (PE), odvisna od časa izpostavljanja in koncentracije.  
 
MP lahko s fagocitozo vstopa v celice epitela prebavnega trakta in se nadalje prenese v 
ostala tkiva (translokacija) (Browne in sod., 2007). Pri školjkah vrste M. edulis so prenos 
MP iz prebavnega trakta v hemolimfni sistem opazili po treh dneh izpostavljanja (Brown 
in sod., 2008), prisotnost PE delcev z visoko gostoto, pa so v lizosomalnem sistemu opazili 
že po treh urah izpostavljanja (Von Moos in sod., 2012). Delci so v osebke vstopali preko 
škrg in se nato prenesli v prebavni trakt in lizosomalni sistem ter pri tem sprožili vnetni 
imunski odziv (Von Moos in sod., 2012). Pri M. edulis so prenos iz prebavnega trakta v 
ostala tkiva potrdili tudi s PS delce z velikostjo 30 nm (Wegner in sod., 2012). 
 
MP ima na organizme celinskih voda enake vplive, kot so jih ugotovili pri morskih 
organizmih (Eerkes-Medrano, Thompson in Aldridge, 2015). Nespecifično zaužitje MP pri 
organizmih celinskih voda različnih prehranskih cehov, kaže na nevarnost kopičenja MP še 
posebej pri vrsti D. magna, ki predstavlja eno izmed glavnih povezav med primarnimi 
producenti in višjimi trofičnimi nivoji (Imhof in sod., 2013). Rosenkranz in sod. (2009) so 
vodne bolhe (D. magna) izpostavljali fluorescentnim karboksiliranim PS delcem z 
velikostjo 1000 nm. Zadrževanje delcev v gastrointestinalnem traktu so opazili že po eni 
uri izpostavljanja tako pri neonatalnih, kot tudi odraslih osebkih. Fluorescenco so zaznali 
tudi v maščobnih kapljicah energetskih rezerv, kar pomeni, da so delci prehajali epitelij 
prebavnega trakta (Rosenkranz in sod., 2009). Prav tako so Besseling in sod. (2014) 
ugotovili, da PS nanoplastični (~70 nm) delci pri D. magna povzročijo zmanjšano telesno 
velikost in motnje razmnoževanja.  
2.2.2 Trofični prenos MP po prehranjevalni verigi 
Mikroplastika lahko vstopa v prehransko verigo na primarnih trofičnih nivojih, preko 
absorpcije in požiranja iz strani fitoplanktonskih in zooplanktonskih organizmov 
(Bhattacharya, Turner in Ke, 2010). Veliko zooplanktonskih vrst dnevno migrira po 
vodnem stolpcu. Migracijske vrste preko plenilskih odnosov ali produkcije iztrebkov, ki 
tonejo na morsko dno, predstavljajo potencialen vektor MP v globine in globokomorske 
organizme (Wright in sod., 2013). Farrell in Nelson (2013) sta v prehranjevalnem 
eksperimentu MP izpostavljala klapavice (M. edulis), pri katerih obstajajo podatki, da se 
MP prenese v hemolimfo (Browne in sod., 2008). Kontaminirane klapavice sta uporabila 
kot plen za rakovice (Carcinus maenas), v katerih sta ob koncu eksperimenta zasledila MP 
v črevesju, hemolimfi, jajčnikih in škrgah (Farrell in Nelson, 2013).  
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Setälä, Fleming-Lehtinen in Lehtiniemi (2014) so MP z velikostjo 10 μm izpostavljali 
kozice redu Mysida, ceponožce, vodne bolhe, kotačnike, larve mnogoščetincev in 
migetalkarje. Za preučevanje prenosa po prehranskem spletu so zooplanktonske 
organizme, kontaminirane z MP, izpostavili plenilskim kozicam. Z mikroskopskim 
pregledom črevesja plenilcev so potrdili prisotnost plena in MP po treh urah. Z raziskavo 
so potrdili trofični prenos MP iz nižjih v višje trofične nivoje (Setälä, Fleming-Lehtinen in 
Lehtiniemi, 2014). 
2.2.3 MP kot vektor kemijskih substanc 
K adsorpciji onesnažil na MP botrujejo tako fizikalni dejavniki kot sta velika specifične 
površine delcev in Van der Waals-ove sile, kot tudi kemijski dejavniki, na primer visoka 
afiniteta organskih onesnažil do hidrofobne površine MP. K večji adsorpciji pa prispevajo 
tudi okoljski dejavniki, čas zadrževanja MP v okolju in biooplaščenost delcev (Ogata in 
sod., 2009). Obraščanje z biofilmom diatomej, filamentoznih alg, ličink ceponožcev itd., 
povečuje adsorpcijsko površino in povzroča spremembe v lastnostih površine, kar dodatno 
omogoči povečanje koncentracij kemičnih onesnažil preko adsorpcije ali bioakumulacije 
onesnažil znotraj biofilmov (Zettler in sod., 2013). Z zaužitjem MP z adsorbiranimi 
onesnažili prihaja v organizmih do bioakumulacije le teh, s prenosom v višje trofične 
nivoje pa tudi do biomagnifikacije (Thompson in sod., 2004; Teuten in sod., 2009). 
Plastiko kontaminirano z obstojnimi organskimi onesnažili so določili tako na obalnih 
območjih, kot tudi v morskih habitatih subtropskih krogotokov (Hirai in sod., 2011). 
Organska komponenta tal in sedimentov se v splošnem smatra za najpomembnejšo obliko 
adsorbentov v okolju, vendar študije kažejo, da se lahko koncentracije onesnažil ob 
prisotnosti plastike v sedimentu povečajo tudi za več kot 100 krat (Mato in sod., 2001; Ng 
in Obbard, 2006; Teuten in sod., 2009). Ugotovljene koncentracije obstojnih organskih 
onesnažil na plastičnih peletih v morskem okolju variirajo med 1 in 10,000 ng/g 
plastičnega peleta, kar pa je odvisno od vrste onesnažila in lokacije na Zemlji (Hirai in 
sod., 2011). Študije nakazujejo na biodostopnost mešanice onesnažil ob zaužitju MP pri 
brazdastih kitih (Fossi in sod., 2012), pticah (Lavers, Bond in Hutton, 2014), postranicah 
(Chua in sod., 2014), peščenih črvih (Besseling in sod., 2013; Browne in sod., 2013) in 
ribah (Rochman in sod., 2013). Rochman in sod. (2013) so MP z adsorbiranimi onesnažili 
izpostavljali ribe vrste Japonska medaka (Oryzias latipes), ter dokazali, da se onesnažila s 
površine MP v ribah izlužijo ter bioakumulirajo in posledično povzročajo negativne učinke 
na fitnes osebkov. Oliveira in sod. (2013) so MP (PE velikosti 1 μm in 5 μm) z 
adsorbiranim pirenom ter samo pirenu, izpostavljali ribe vrste Pomatoschistus microps. 
Ugotovili so, da se ob prisotnosti MP zmanjša stopnja smrtnosti, vendar se v osebkih 
poveča koncentracija metabolitov pirena. Teuten in sod. (2007) so dokazali, da lahko MP 
poveča vnos onesnažil pri peščenem črvu (A. marina). Na MP se lahko vežejo obstojna 
organska onesnažila kot so policiklični aromatski ogljikovodiki (PAH), poliklorirani 
bifenili (PCB) in diklorodifeniltrikloroetan (DDT).  
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Za povečevanje obstojnosti in dolgoživosti plastičnih produktov se med proizvodnjo v 
matriks plastike vključuje snovi, ki povečujejo odpornost na toploto (polibrominirani 
difenil etri), preprečujejo oksidacijo (nonilfenol) in mikrobno razgradnjo (triklosan) 
(Browne in sod., 2007; Thompson in sod., 2009). Ti aditivi se med razpadom plastike 
izlužujejo iz matriksa plastike, ter s tem predstavljajo potencialno nevarnost za organizme 
(Barnes in sod., 2009; Talsness in sod., 2009; Lithner, Larsson in Dave, 2011). Stopnja, s 
katero se izlužujejo iz polimernega matriksa, se razlikuje med vrstami polimerov, 
velikostjo in lastnosti aditivov ter okoljskimi razmerami (Moore, 2008; Ng in Obbard, 
2006; Teuten in sod., 2009). Aditivi in monomeri lahko motijo biološko pomembne 
procese ter povzročajo motnje endokrinega sistema, kar vpliva na mobilnost, reprodukcijo 
in karcinogenezo (Lithner, Larsson in Dave, 2011). Za najpogostejše aditive kot so poli-
bromirani difenil etri, ftalati in bisfenol A je znano, da delujejo kot motilci endokrinega 
sistema, saj oponašajo, motijo in tekmujejo za vezavna mesta z endogenimi hormoni 
(Talsness in sod., 2009). Hormonalno neravnovesje v razvojnih fazah lahko vodi v trajne 
morfološke napake ali motnje v razmnoževanju pri odraslih osebkih. Ftalate povezujejo z 
množico vplivov na molekularne procese pri ribah in nevretenčarjih. So genotoksični, 
povezujejo pa jih tudi z gibalnimi motnjami in spolnimi spremembami pri ribah 
(Oehlmann in sod., 2009). Čeprav sta polietilen in polipropilen polimera ki sta kemijsko 
inertna in iz ne strupenih monomerov, pa lahko izpiranje aditivov iz polimernega matriksa 
povzroči akutno strupenost pri rakih vodne bolhe (Lithner, Nordensvan in Dave, 2012).  
2.3 POSKUSNI ORGANIZMI 
2.3.1 Planktonski rakci Daphnia magna 
Raki vrste Daphnia magna so planktonski rakci, ki spadajo v razred Branchiopoda za 
katere so značilne sploščene okončine (filopodiji). Spadajo v red Cladocera, ki so 
prepoznani po trupu, katerega obdaja dvo-loputasti karapaks iz hitina. Cladocera imajo do 
10 parov izrastkov: antenule, antene (uporabljajo za plavanje), maksile in mandibule ter 5 
parov okončin. Okončine tvorijo aparat za prehranjevanje in respiracijo. Telesna dolžina 
osebkov Cladocera je od 0,5 mm do več kot 6,0 mm (Ebert, 2005). 
 
Vodne bolhe iz rodu Daphnia se hranijo z majhno živo in neživo snovjo, suspendirano v 
vodnem stolpcu. Hrano zbirajo s pomočjo filtrirnega aparata, ki ga sestavljajo filopodiji 
(sploščene okončine v obliki listov), s katerimi ustvarjajo vodni tok. Vodni tok teče v 
anteriorno-posteriorni smeri ter delce usmerja na setule, iz njih pa se delci prenesejo v žleb 
s pomočjo posebnih set (Ebert, 2005). Kategorizirani so kot filtratorji z drobnim sitom in 
so sposobni filtracije delcev z minimalno velikostjo 200 nm. Osebki se lahko hranijo tako z 
bakterijami, kot z zelenimi (enoceličnimi) algami (Geller in Müller, 1981). Vrste iz rodu 
Daphnia se najpogosteje hranijo z delci velikosti od 1 μm do 50 μm, čeprav so v črevesju 
zasledili tudi delce s premerom 70 μm (Ebert, 2005). Pri osebkih D. magna z velikostjo 
0,88 mm in 1,10 mm je povprečna razdalja med setulami (velikost sita) z normalno 
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razporeditvijo 0,27 ± 0,04 μm in 0,26 ± 0,07 μm, pri čemer je velikost filtracijske površine 
0,278 mm2 in 0,429 mm2. Filtracijska površina narašča proporcionalno s telesno velikostjo. 
Z rastjo telesa osebkov D. magna velikost sita ostaja enaka, filtracijska površina pa se 
povečuje (Brendelberger in Geller, 1985). Gophen in Geller (1984) sta raziskovala izbiro 
velikosti hrane pri D. magna z uporabo MP kroglic in bakterij. Uporabila sta MP z 
velikostjo od 0,1 do 35 μm. Z analizo vsebnosti črevesne vsebine sta potrdila prisotnost 
delcev večjih od najmanjše velikosti sita filtratorskega aparata, ki pa je bila 0,4 – 0,7 μm. 
Privzem večjih delcev razlagata z mehaničnim sejanjem, torej zadrževanjem večjih delcev 
na situ (Gophen in Geller, 1984). Burns (1968) je ugotovila, da se maksimalna velikost 
plastičnih kroglic, ki jih lahko zaužije Bosmina longirostris in šest vrst rodu Daphnia 
povečuje s povečevanjem telesne velikosti organizmov. Za D. magna zaključuje, da je 
teoretična maksimalna velikost kroglic, ki jih lahko zaužije, 40 μm (Burns, 1968). 
Nasprotno pa ugovarjata Nadin-Hurley in Duncan (1976), ki sta naredila analizo 
sezonskega spreminjanja vsebine prebavnega trakta D. magna iz dveh vodnih rezervoarjev. 
V prebavnem traktu osebkov D. magna sta določila filamente z dolžino do 600 μm, pri 
čemer so bili filamenti široki tudi do 225 μm (Nadin-Hurley in Duncan, 1976).  
 
D. magna predstavljajo ključno vrsto v prehranjevalnih spletih celinskih voda, saj so hrana 
za številne nevretenčarje, zaradi česar je vrsta primerna za teste strupenosti. Zaradi njihove 
občutljivosti na spremembe v kvaliteti vode in transparentnega eksoskeleta so primerne 
indikatorske vrste. Številčnost vrste ima v sistemih celinskih voda vpliv na spremembe na 
več trofičnih nivojih (Brett, 2009; Nasser in Lynch, 2016). Zaradi planktonskega načina 
življenja, so ti organizmi izpostavljani vsemu kar je prisotno v vodi in se na spremembe 
kvalitete vode ali na prisotnost signalnih molekul (kairomonov) njihovega plenilca 
odzivajo s spremembo velikosti, reprodukcijske stopnje, prehranjevalne aktivnosti itd.. 
Večja koncentracija suspendiranih delcev lahko zmanjša stopnjo filtracije (manjša 
prehranjevalna aktivnost), kar vodi v zmanjšanje telesne velikosti (Stibor, 2002). Po drugi 
strani pa je vpliv številčnosti nitastih cianobakterij na efektivnost filtracije, odvisen od 
velikosti vodnih bolh (Hawkins in Lampert, 1989). Standardizirane teste strupenosti za 
imobilizacijo (OECD 202) z D. magna je razvila organizacija za gospodarsko sodelovanje 
in razvoj »Organization for Economic Cooperation and Development« (OECD) ter ISO 
(International Organization for Standardization), katere smo tudi uporabili za ugotavljanje 
vplivov in biodostopnosti MP pri D. magna.  
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2.3.2 Solinski rakci Artemia franciscana  
Vrste rodu Artemia so planktonski filtratorski organizmi, razširjeni na vseh kontinentih 
razen na Antarktiki. Vrste naseljujejo več kot 500 slanih jezer zmernega, subtropskega in 
tropskega območja. So dobro prilagojene na bolj slane vode, kjer je nižja vrstna pestrost ter 
odsotnost plenilcev in kompetitorjev. V teh okoljih je evolucija favorizirala številne 
mikroorganizme, kot so bakterije, protozoa in alge, ki so glavni vir hrane za vrste rodu 
Artemia (Amat, 1985). Samice zrastejo do 30 mm (najpogosteje med 12 – 18 mm), samci 
so manjši. Telo je razdeljeno na 3 dele: glava, toraks, abdomen. Lateralno na glavi je par 
pecljatih, sestavljenih oči. Medialno pa ne pecljato navplijsko oko ter dva para anten. 
Toraks je sestavljen iz 11 segmentov in se aposteriorno nadaljuje v abdomen. Vsak 
segment toraksa ima na ventralni strani par izrastkov oziroma filopodije, ki imajo vlogo pri 
plavanju, respiraciji in prehranjevanju. Abdomen je sestavljen iz 6 segmentov in telzona 
(posteriorni konec telesa) (Anderson, 1967; Benesch, 1969; Hertel, 1980). 
 
Navpliji so veliki približno 0,4 mm. Telo imajo sestavljeno iz glave in kratkega toraksa. Na 
glavi imajo temno rdeče ali črno mediano navplijsko oko in dva para anten. Sekundarni par 
anten uporabljajo za plavanje in prehranjevanje, medtem ko ima prvi par anten vlogo 
senzornega organa (Dvorak, Benova in Vitek, 2012). Larve uporabljajo antene in 
mandibule kot filtrirni organ, medtem ko pri odraslih to funkcijo prevzamejo izrastki 
toraksa, ki na trebušni strani tvorijo prehranjevalni kanal. Sete in setule protopodijev in 
enditov imajo vlogo zadrževanja delcev (Schrehardt, 1987). Elektronska mikroskopija je 
pokazala, da je razdalja med setulami anten in tokrakopodijev okrog 0,20 ± 0,07 µm 
(Makridis in Vadstein, 1999). Osebki z izrastki ustvarjajo kontinuiran tok vode, ki ustvari 
privlak delcev v filtracijski sistem v zadnjem delu organizma. S premikanjem se tako sete 
zgornjih okončin drgnejo ob sete posteriornih ter zbirajo in koncentrirajo filtrirano hrano in 
jo prenašajo proti ustom (Schrehardt, 1987).  
 
Makridis in Vadstein (1999) sta ugotovila, da 2 dni stari metanavpliji A. franciscana v 
največji meri požirajo hrano v velikosti 8 μm, z nekoliko manjšo stopnjo pa delce velikosti 
14 μm. Prav tako Gelabert Fernández (2001) ugotavlja, da osebki z velikostjo od 1 do 1,99 
mm v največji meri zaužijejo delce lateksa v velikosti 15 μm. Hkrati pa je ugotovil, da so 
nekateri osebki lahko zaužili delce v velikosti 69,6 μm (Gelabert Fernández, 2001). Majhni 
osebki (0,8 – 3,2 mm) imajo v zgodnjih fazah razvoja večjo filtracijsko učinkovitost, kljub 
manj razvitemu filtracijskemu organu. Pri enakih koncentracijah in enakem času 
izpostavljanja imajo večji procent napolnjenosti prebavnega trakta v primerjavi z večjimi 
osebki. Ob predvidevanju, da je privzem kroglic lateksa (5 μm) enostavno »polnjenje« 
prebavnega trakta, z manjšo biotransformacijo v prebavnem sistemu, avtor zaključuje, da 
so za osebke manjše od 3,2 mm koncentracije nižje od 781 delcev (s premerom 5μm) / mL 
premajhne za učinkovit privzem delcev ter da je polnost črevesja v splošnem premo-
sorazmerna s koncentracijo delcev v mediju (Gelabert Fernández, 2003). 
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Hansen in Peters (1998) sta ugotovila, da je peritrofična membrana (membrana ki obdaja 
hrano v prebavnem traktu) metanauplijev permeabilna za kroglice lateksa s premerom 70 
nm, manj permeabilna za kroglice s premerom 130 nm in popolnoma neprepustna za 
kroglice s premerom 327 nm. 
 
Solinski rakec Artemia sp. je v ekotoksikologiji pogosto uporabljen kot biološki model. 
Protokoli za teste strupenosti so se pojavil že v 1980ih. Artemia spp je med najpogosteje 
uporabljenimi živimi viri hrane v akvakulturi in ima pomembno vlogo v povezavi med 
primarno produkcijo in potrošnjo v prehranskem spletu v morskem okolju (Migliore in 
sod., 1997). Artemia sp. je primeren biološki model v ekotoksikoloških raziskavah 
predvsem zaradi dobrega poznavanja biologije in ekologije vrste, enostavne manipulacije 
in vzdrževanja pod laboratorijskimi pogoji, majhne telesne velikosti, ki omogoča 
namestitev v majhnih čašah ali petrijevkah ter prilagodljivost na širok rang slanosti in 
temperature (USEPA, 2002; Nunes in sod., 2006). Glavna prednost vrste kot modelnega 
organizma je, da so navpliji lahko izvaljeni iz trajnih, komercialno pridobljenih cist, kar 
omogoča homogenost znotraj populacije in večkratno kontinuirano uporabo (Manfra in 
sod., 2015, Kos in sod., 2016).  
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3 MATERIAL IN METODE 
Eksperimente z Daphnia magna in Artemia franciscana smo izvedli na podlagi standardov 
EN ISO 6341:2012 (2012) in OECD 202 (2004). Izbrana vodna testna organizma sta dobro 
poznana modelna organizma, ki predstavljata nižje člene v prehranjevalni verigi. 
3.1 LABORATORIJSKO DELO  
Vpliv MP na vodne tesne organizme smo raziskovali v skupini za nanobiologijo in 
nanotoksikologijo na Katedri za zoologijo, Oddelka za Biologijo na Biotehniški fakulteti 
Univerze v Ljubljani. 
Za vsako testno vrsto je delo razdeljeno v 6 glavnih sklopov: 
I.) Izvalitev testnih organizmov s pred-pripravljenim medijem za gojenje. 
II.) Enourno hranjenje osebkov v mediju z zeleno algo (Desmodesmus subspicatus) 
in nato enourna inkubacija v svežem mediju. 
III.) Postavitev akutnega 48- urnega testa strupenosti. 
IV.) Pregled preživetja osebkov po 48 urah  
V.) Pregled osebkov po 48 urah pod stereo-mikroskopom (Leica MZFLIII, Leica 
microsystems, Germany, 5x magnification), s čimer smo ocenili polnost 
prebavnega trakta z MP ter izmerili velikosti organizmov. 
VI.) 24 urni regeneracijski test v mediju z algo D. subspicatus (2 mg C/ L) 
3.2 TIPI MIKROPLASTIKE (MP) 
MP smo pridobili z ekstrakcijo iz komercialnih proizvodov (delo je bilo opravljeno na 
Kemijskem inštitutu Ljubljana ter na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo). Delce 
tipov MP1 do MP5 uporabljajo v komercialni kozmetični proizvodnji. Tip MP4 smo 
izolirali iz kozmetičnega produkta (»peeling gela«) ter s tem dobili frakcijo večjih MP 
delcev (> 150 μm). Slednji tip MP smo zmleli v frakcijo manjših delcev, ki smo jo 
poimenovali MP6. Ostala dva tipa MP smo pridobili iz PVC vrečke (MP7) in tekstilnih 
vlaken odeje (MP8). Uporabljeni tipi MP so bili različnih oblik in velikostnih razredov 
(Preglednica 2).  
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Preglednica 2: Informacije o mikroplastiki (MP), uporabljeni v naši raziskavi. 
Št. delca Material Informacije o delcih 
MP1 PE Uporabljeni v kozmetični industriji. 
MP2 PE 
Delci izolirani iz kozmetičnega proizvoda (»peeling gel«) 
Tretja frakcija delcev. 
MP3 PE 
Delci izolirani iz peeling-a.  
Druga frakcija delcev. 
MP4 PE 
Prva frakcija delcev izoliranih iz »peeling gela«.  
Prva frakcija delcev. 
MP5 PE 
Delci izolirani iz »peeling-a«.  
Drug »peeling gel« kot pri tipih MP2-MP4. 
MP6 PE, 2. mletje Mletje delcev MP4. 
MP7 
oksidiran PE, C=O 
skupine 
Delci iz vrečke, mleti. 
MP8 PET Delci iz odeje, mleti. 
*MP1,M2,MP3…je kratica izoliranega tipa mikroplastike, PE = polietilen, PET = polietilen tereftalat  
3.2.1 Priprava in ekstrakcija MP  
Uporabili smo sledeče kemikalije: deionizirano vodo (odpornost 18.2 MΩ·cm), 96 % 
etanol (Carlo Erba Reagents), 30 % vodikov peroksid (Sigma Aldrich), ocetno kislino 
(Sigma Aldrich), NaCl (Sigma Aldrich), heksan (Merck), CaCl2 · 2H2O (Sigma Aldrich), 
MgSO4 · 7H2O (Sigma Aldrich), KCl (Sigma Aldrich) in NaHCO3 (Sigma Aldrich). Vse 
kemikalije so v najvišjem kakovostnem rangu komercialne dostopnosti. Peeling gel smo 
najprej nanesli na 30 mikronsko mrežo in spirali z demineralizirano vodo s sobno 
temperaturo, s čimer smo odstranili milni del peeling-a. Postopek smo pospešili z 
mešanjem s stekleno palčko ali spatulo. Po prenehanju penjenja, smo dodatno sprali s pol 
litra demineralizirane vode. V končni fazi spiranja smo pridobljeno MP sprali z 96 % 
etanolom in pustili da se posušijo. S tem smo dobili prvo frakcijo MP večje od 100 μm, ki 
smo jo imenovali mikroplastika 4 (MP4). Po enakem postopku smo opravili ekstrakcijo 
MP iz drugega peeling gela in jo poimenovali MP5. MP, ki smo jo pridobili z ekstrakcijo 
iz prvega peeling gela (MP4) smo nato zmleli in tako dobili mikroplastiko 6 (MP6) (Jemec 
in sod., 2016). 
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Drugo vrsto MP oziroma oxo-fragmentirajočo plastiko smo pripravili iz PVC vrečke. 
Plastične fragmente smo zmešali z NaCl, ki smo ga predhodno sušili pri 105 °C ter nato 
ohladili na sobni temperaturi. Mešanica je bila v razmerju 1:5. Mešanico smo zmleli v 
Retsch PM 100 krogličnem mlinčku. Mleli smo 2 uri pri 600 RPM z izmenjujočimi 2 
minutnimi intervali mletja in pavze. Po mletju smo mešanico vsuli na 30 mikronsko mrežo 
ter spirali z demineralizirano vodo, s čimer smo odstranili vso sol. Ekstrakt smo prelili z 
etanolom ter s tem skrajšali čas sušenja. Dobljeno MP smo poimenovali mikroplastika 7 
(MP7).  
 
Z enakim postopkom smo pripravili MP iz poliestrskega vlakna (PET), vendar smo le-to 
morali pred mletjem razrezati na manjše kose. Rdeče obarvano poliestersko tkanino smo 
razrezali na 2 x 2 cm in sprali z deionizirano vodo ter 96 % etanolom, s čimer smo 
odstranili neželene snovi iz površine materiala. Material smo nato 4 ure sušili pri 60 °C ter 
ga nato v izparilniku ohladili pri sobni temperaturi. Tkanino smo nato razrezali na manjše 
koščke (2 x 5 mm), jih zmešali s NaCl ter postopek nadaljevali kot pri pripravi MP iz PVC 
vrečke. Pridobljeno MP smo označili kot mikroplastika 8 (MP8).  
3.3 AKUTNI TEST STRUPENOSTI Z D. magna  
Vsi testi strupenosti so bili izvedeni v skladu s standardi EN ISO 6341:2012 (2012) in 
OECD 202 (2004). Teste strupenosti z vodnimi bolhami smo izvedli s testnim kitom 
Daphtoxkif FTM magna (Daphtoxkit FTM magna, 1996).  
3.3.1 Pridobivanje poskusnih organizmov D. magna 
Za izvalitev osebkov D. magna smo pripravili medij M4 iz založnih raztopin navedenih 
spodaj. Založne raztopine za pripravo medija smo hranili v hladilniku pri 4 °C. Za gojenje 
vodnih bolh smo imeli pred-pripravljene 4L raztopine M4, ki smo jo hranili pri sobni 
temperaturi. Pred uporabo smo dodali le še raztopino vitaminov, ki jo hranimo v 
zamrzovalnem predalu pri -8 °C. 
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Založne raztopine: 
1.1. raztopina CaCl2 (73,52 g/L CaCl2 ∙ 2 H2O) 
1.2. raztopina MgSO4 ∙ 7H2O (123,3 g/L MgSO4 ∙ 7H2O) 
1.3. raztopina KCl (5,8 g/L KCl) 
1.4. raztopina NaHCO3 (64,8 g/L NAHCO3) 
2.1. raztopina kationov: 7210 mg MnCl2 ∙ 4H2O, 6120 mg LiCl, 1420 mg RbCl, 3040 mg 
SrCl2 ∙ 6H2O, 335 mg CuCl2 ∙ 2H2O, 260 mg ZnCl2, 200 mg CoCl2 ∙ 6H2O; skupaj v 2 
L deionizirane H2O  
2.2. raztopina anionov: 548 mg NaNO3, 5719 mg H3BO3, 32 mg NaBr, 126 mg Na2MoO4 ∙ 
2H2O, 6.5 mg KJ, 4.38 mg Na2SeO3, 1.15 mg NH4VO3; skupaj v 1 L deionizirane H2O.  
2.3. Silikatne raztopine 21,475 mg/L Na2SiO3 
2.4. Fe / EDTA raztopina: V 500 mL bučki ločeno pripravimo 500 mg Na2EDTA ∙ 2H2O 
in 199.1 mg FeSO4 ∙ 7H2O, ju zmešamo in takoj avtoklaviramo 
2.5. Raztopina fosfatov: v 1L pripravimo 286 mg KH2PO4 in 368 mg K2HPO4. 
2.6. Raztopina vitaminov: 750 mg tiamin hidroklorida, 10 mg cianobalamina (B12), 7.5 mg 
biotina. Pripravimo raztopino z volumnom 1 L, jo dobro premešamo, razdelimo po 1 
mL ter globoko zamrznemo.  
Za pripravo 10 L M4 medija smo potrebovali:  
 40 mL raztopine 1.1. (CaCl2) 
 10 mL raztopine 1.2. (MgSO4) 
 10 mL raztopine 1.3. (KCl) 
 10 mL raztopine 1.4. (NaHCO3) 
 1 mL raztopine 2.1. (raztopina kationov) 
 5 mL raztopine 2.2. (raztopina anionov) 
 2 mL raztopine 2.3. (raztopina silikatov)  
 50 mL raztopine 2.4. (raztopine Fe/EDTA) 
 5 mL raztopine 2.5. (raztopine fosfatov) 
 1 mL raztopine 2.6. (raztopina vitaminov) – dodamo direktno pred uporabo 
 9866 mL deionizirane H2O 
 
Za pridobitev 24 ur starih osebkov D. magna smo ciste iz tube prenesli na mikrosito, jih 
sprali z vodo ter jih nato z medijem sprali iz mikrosita v petrijevko. Ciste smo inkubirali do 
3 dni pri temperaturi 20 °C pod konstantno osvetlitvijo.  
Za poskus smo potrebovali minimalno 200 osebkov. Kontrolo in vsak tip MP je 
predstavljalo 20 osebkov oziroma 5 osebkov na vdolbinico testne plošče v štirih paralelnih 
skupinah. K izvaljenim neonatalnim osebkom smo prenesli suspenzijo zelene alge (D. 
subspicatus). Po uri in pol v mediju z zeleno algo je sledila enourna inkubacija v svežem 
mediju oziroma mediju brez alg. 
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3.3.2 Optimizacija testa strupenosti z D. magna 
Pred postavitvijo končnega eksperimenta smo izvedli serijo preliminarnih eksperimentov, 
v katerih smo ugotavljali vpliv soniciranih in ne-soniciranih disperzij z MP, predhodnje 
hranjenosti osebkov D. magna in vpliv izlužka s snovmi s površine MP. V eksperimentih 
smo za vsak preučevani dejavnik v dveh paralelnih skupinah izpostavljali 20 vodnih bolh, 
torej 5 osebkov na vdolbinico z 10 mL testne disperzije. 
 
Pripravili smo dve skupini disperzij s koncentracijo 100 mg MP/L. Prvo skupino smo 
sonicirali 4 min pri 22 kHz z uporabo 130 W sonikacijske sonde (Sonics, VibraCell, VCX 
130 PB) pri 31 % njene maksimalne moči. Druge skupine nismo sonicirali.  
Da smo ugotovili vpliv predhodnega hranjenja testnih osebkov na zaužitje MP oziroma 
smrtnost, smo po enakem protokolu in pod enakimi pogoji, paralelno z eksperimenti 
izvedli tudi test s kalijevim dikromatom (K2Cr2O7), ki predstavlja referenčno kemikalijo. 
Eno skupino testnih osebkov smo predhodno hranili z 2 mg C/L alge D. subspicatus, druge 
nismo. 
 
Za preverjanje potencialnega spiranja strupenih kemikalij iz MP smo opravili ekstrakcijo 
izcedne vode oziroma izkužka. Natehtali smo 10 mg vsakega tipa MP jih zmešali v 100 
mL deionizirane vode ter sonicirali (4 min pri 22 kHz z uporabo 130 W sonikacijske 
sonde). Disperzije z MP smo pustili 48 ur pri sobni temperaturi in enakimi razmerami kot 
pri izvedbi testa s testnimi organizmi. Delce smo nato z mikrofiltri odstranili iz disperzije 
ter slednjo analizirali s plinsko kromatografijo sklopljeno z masno spektrometrijo (GC – 
MS). En del izlužkov MP smo uporabili kot testni medij z D. magna ter s tem ugotavljali 
potencialno strupenost izlužka.  
3.3.3 Priprava disperzije MP s koncentracijo 100 mg/L za postavitev končnega testa 
strupenosti. 
Eksperimente smo izvedli z disperzijami vseh pridobljenih tipov MP (Preglednica 2) s 
koncentracijo 100 mg/L. Za vsak tip MP smo potrebovali 60 mL disperzije, zato smo 
odtehtali 6 mg vsake MP ter jo dodali v 60 mL testnega medija, t.i. razredčevalna voda. 
Razredčevalno vodo sestavljajo založne raztopine 1.1., 1.2., 1.3. in 1.4, in sicer smo v 1 L 
deionizirane vode dodali: 4 mL raztopine 1.1. (CaCl2); 1 mL raztopine 1.2. (MgSO4); 1 mL 
raztopine 1.3. (KCl) in 1 mL raztopine 1.4. (NaHCO3). Disperzijo smo premešali na 
magnetnem mešalu in nato sonicirali 4 min pri 22 kHz z uporabo 130 W sonikacijske 
sonde (Sonics, VibraCell, VCX 130 PB) pri 31 % njene maksimalne moči. Z magnetnim 
mešalom smo dosegli razporeditev delcev v vodnem stolpcu, s soniciranjem pa smo 
dosegli manjšo agregacijo in plovnost MP na gladini disperzije. 
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3.3.4 Postavitev končnega testa strupenosti z D. magna 
Pripravljene disperzije z MP smo prenesli v vdolbinice na testni plošči. V vdolbinice prve 
vrstice (5 vdolbinic) smo prenesli po 10 mL kontrolne raztopine – testni medij brez MP, ter 
po nadaljnjih vrsticah nadaljevali z vsemi disperzijami z MP. Prva vdolbinica vsake vrstice 
je namenjena »spiranju« organizmov in hkrati preprečuje redčenje disperzij z MP, kar bi se 
zgodilo v primeru, da bi testne organizme prenašali iz inkubacijskega medija direktno na 
testno ploščo. Z mikropipeto smo iz svežega medija v prvo vdolbinico vsake vrstice 
prenesli po 20 osebkov. Nato smo iz prve vdolbinice prenašali po 5 osebkov v vdolbinice 
iste vrstice (Slika 1). Vodne bolhe smo izpostavljali različnim tipom MP v času 48 ur pri 
temperaturi 21 ± 1 °C in režimom 16 ur svetlobe in 8 ur teme. Po 48 urah smo za negibne 
osebke smatrali tiste, kateri v 15-ih sekundah po rahlem tresenju niso zaplavali. 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz postavitve testa strupenosti z D. magna. 
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3.4 AKUTNI TEST STRUPENOSTI Z A. franciscana 
Test strupenosti s solinskim rakcem A. franciscana temelji na določanju vpliva snovi na 
preživetju testnih organizmov po 48-ih urah izpostavljanja (OECD, 2004). Test strupenosti 
smo izvedli z izvaljenimi navpliji, starimi manj kot 24 ur. 48 ur po izpostavitvi MP, smo 
preverili mobilnost osebkov. Ciste smo pridobili od proizvajalca JBL GmbH & Co. KG 
(Neuhofen, Nemčija), ki zagotavlja, da ciste izvirajo iz Great Salt Lake (Utah, ZDA) in 
pripadajo vrsti A. franciscana (Ruebhart, Cock in Shaw, 2008). Ciste imamo shranjene v 
eksikatorju pri sobni temperaturi v temi.  
3.4.1 Gojenje poskusnih organizmov A. franciscana 
Za valjenje in izvajanje poskusov s testnimi organizmi vrste A. franciscana smo uporabljali 
standardno umetno morsko vodo (standard artificial seawater) (Kos in sod., 2016). Za 
pripravo 1 L medija za valjenje in izvajanje poskusov smo natehtali 24.7 g NaCl, 0.54 g 
KCl, 4.59 g MgCl2 ∙ 6H2O, 6.29 g MgSO4 ∙ 7H2O, 1.14 g CaCl2 in 0.2 g NaHCO3 in 
raztopili v enem litru de-ionizirane vode. Približno 0,5 L standardne umetne vode smo 
prenesli v čašo in jo 3 ure prezračevali, potem segreli na 35 °C ter nato dodali 0,5 g 
dehidriranih cist. V času valjenja smo temperaturo vzdrževali na 25 °C, prezračevali z 
približno 200 mehurčki/min ter imeli pod konstantnim sevanjem namizne svetilke. Pod 
temi pogoji so se navpliji izvalili v manj kot 24-ih urah (Kos in sod., 2016). 
3.4.2 Priprava disperzije z MP s koncentracijo 100 mg/L 
Za vsako MP (MP1 do MP8) smo potrebovali disperzijo s koncentracijo 100 mg/L. 
Natehtali smo 2 mg vsake MP ter jo prenesli v 20 mL standardne umetne morske vode. 
Disperzije smo premešali na magnetnem mešalu in nato sonicirali 4 min pri 22 kHz z 
uporabo 130 W sonikacijske sonde (Sonics, VibraCell, VCX 130 PB) pri 31 % njene 
maksimalne moči. 
3.4.3 Postavitev testa strupenosti z A. franciscana 
V vdolbinice za kontrolo smo odpipetirali po 2 mL medija brez MP, v nadaljnjih pa v parih 
po 2 mL disperzije z MP. Po 20 izvaljenih navplijev smo prenesli v čaše s preostankom 
disperzije z MP (16 mL) ter iz te čaše prenesli po 10 osebkov v sosednji vdolbinici 
mikrotiterske plošče z ustrezno testno disperzijo (Slika 2). S tem smo se izognili 
dodatnemu redčenju in mešanju med disperzijami z MP, kar bi se zgodilo, če bi osebke 
prenašali direktno iz medija za gojenje v testne disperzije na mikrotiterski plošči. Testne 
organizme smo izpostavljali 48 ur pri temperaturi 21 ± 1 °C in z režimom 16 ur svetlobe in 
8 ur teme. 
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Slika 2: Shematski prikaz postavitve testa strupenosti z A. franciscana. 
3.5 PREGLED SMRTNOSTI, POLNOSTI PREBAVNEGA TRAKTA, MERITVE 
TESTNIH ORGANIZMOV IN STATISTIČNA ANALIZA 
Po 48 urah smo pregledali negibnost osebkov D. magna in A. franciscana po standardu EN 
ISO 6341:2012 (2012) in navodilih OECD 202 (2004). Smrt smo potrdili v primeru 
odsotnosti srčnega utripa oziroma negibljivosti osebkov v 15-ih sekundah po prenehanju 
rahlega tresenja. Smrtnost je prikazana kot odstotek mrtvih živali za vsak eksperiment 
posebej in kot odstotek združenih podatkov iz obeh eksperimentov za določeno vrsto 
testnih organizmov. Prav tako pa smo ocenili polnost prebavnega trakta testnih osebkov. 
Po 48 urnem izpostavljanju in pregledu smrtnosti in polnosti prebavnega trakta, smo 
izvedli regeneracijski test. Iz testne disperzije z MP smo 10 živih osebkov prenesli v svežo 
suspenzijo za regeneracijski test, z dodano algo D. subspicatus (2 mg C/L) ter za 24 ur 
izpostavili enakim pogojem, kot so bili med samim testom (21 ± 1 °C z režimom 16 ur 
svetlobe in 8 ur teme). Po 24 urnem regeneracijskem testu smo ponovno preverili smrtnost 
in prisotnost MP v njihovem prebavnem traktu. 
 
Testne osebke smo pregledali pod stereomikroskopom (Leica MZFLIII, Leica 
microsystems, Germany, 5 x magnification) v svetlem in temnem načinu osvetlitve. Zaradi 
obarvanosti smo nekatere tipe MP razločneje prepoznali v enem ali drugem načinu 
osvetlitve. Polnost prebavnega trakta osebkov smo opisali kot: prazen, delno poln in poln 
(Slika 3). Kot prazen prebavni trakt smo smatrali tudi primere, v katerih so se pojavljali 
posamezni delci MP. 
 
S Pearsonovim koeficientom korelacije smo izračunali povezavo med polnostjo 
prebavnega trakta osebkov in velikostjo delcev, s čimer smo ugotavljali vpliv velikosti MP 
na zmožnost zaužitja. 
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Slika 3: Polnost prebavnega trakta testnih osebkov D. magna (Zgoraj) in A. franciscana (Spodaj). Levo so 
testni osebki s praznim, na sredini s pol polnim in desno s polnim prebavnim traktom. 
Po 48 urnem izpostavljanju v disperziji z MP, smo vsem preživelim osebkom D. magna 
izmerili dolžino od baze repa do baze anten na glavi oziroma pri A. franciscana dolžino od 
analne odprtine do baze glave. S statistično analizo telesnih dolžin osebkov smo ugotavljali 
možnost vpliva MP na velikost testnih organizmov. Pri vsakem eksperimentu smo iz vsake 
testne disperzije z MP premerili od 8 do 10 osebkov. V prilogi A so tabele s podatki o 
smrtnosti, polnosti in velikosti testnih osebkov (PRILOGA A). Pri testnih vrstah D. magna 
in A. franciscana smo opravili enostransko ANOVA (Tukey test, p ≤ 0,05), s čimer smo 
primerjali srednje vrednosti velikosti osebkov iz kontrolnih in testnih disperzij. Pri tem sta 
zastavljeni hipotezi: 
H0: Srednje vrednosti vseh stopenj so enake (telesne dolžine se ne razlikujejo). 
H1: Srednje vrednosti ene ali več stopenj so različne (telesne dolžine se razlikujejo). 
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4 REZULTATI  
4.1 VELIKOST DELCEV 
Slika 4 prikazuje mikrografije različnih delcev posnete z vrstičnim elektronskim 
mikroskopom. Vidne so različne oblike in velikosti delcev. Delci iz kozmetičnih 
pripravkov so večino sferični in nepravilnih oblik, delci iz odeje pa so pretežno vlakna. 
Vlakna so dolžine od 60 µm – 1,240 mm, širine od 30 – 530 µm ter debeline 2 – 21,5 µm. 
 
 
Slika 4: Mikrografije vrstičnega elektronskega mikroskopa: A) delci iz peeling izdelka (MP2-4; MP6); B) 
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Z Microtrak (Nikkiso Group, EU) smo opravili analizo porazdelitve delcev za uporabljene 
velikostne razrede MP. Podatki o porazdelitvah uporabljenih tipov MP so po povprečni 
volumski porazdelitvi delcev urejeni od najmanjšega do največjega tipa v Preglednica 3. 
Preglednica 3: Porazdelitev delcev za uporabljene tipe MP. MV = povprečna vrednost volumske 
porazdelitev, MN = povp. vr. številčne porazdelitve, MA = povp. vr. porazdelitve po povšini, SD = 
standardna deviacija. 
  MP8 MP2 MP3 MP6 MP7 MP5 MP1 MP4 
MV (µm) 90,82 103,5 142,3 228,2 294,4 305,5 349 379,2 
MN (µm) 22,8 63,05 102,9 0,758 136,8 71,3 105,8 183,1 
MA (µm) 45,97 88,02 127,1 14,8 236,2 211,4 226,9 297,6 
SD (µm) 23,8 31,89 44,5 156,7 116 115,4 111,9 127,4 
Najmanjši izmed testiranih tipov, tako po povprečni vrednosti volumske (90,82 μm) kot 
številčne (22,8 ± 23,8 μm) porazdelitve delcev, so delci MP8. Delci MP8 so v večji meri 
sploščene nitke oziroma trakci dolžine od 60 μm – 1,270 mm, širine od 30 μm – 530 μm 
ter debeline 2 μm – 21,5 μm (Jemec in sod., 2016). Sledijo jim MP2, katerih je po 
povprečni volumski porazdelitvi največ v velikosti 103,5 μm in po povprečni številčni 
porazdelitvi v velikosti 63,05 ± 31,89 μm. Največji delež po povprečni volumski 
porazdelitvi v MP3 predstavljajo delci veliki 142,3 μm. Po povprečni številčni porazdelitvi 
je tip MP3 zastopan z delci velikimi 102,9 ± 44,5 μm. Delci MP6 (pridobljeni z mletjem 
MP4) so po povprečni vrednosti volumske porazdelitve zastopani z 228,2 µm delci, po 
povprečni številčni porazdelitvi pa prevladujejo delci veliki 0,758 ± 156,7 µm. Čeprav je 
MP6 po povprečni številčni porazdelitvi zastopan z najmanjšimi delci, vseeno ni najmanjši 
uporabljen tip MP, saj sta povprečna volumska porazdelitev in SD preveliki. Tipa MP7 in 
MP1 sta približno enakega velikostnega razreda. Po povprečni vrednosti volumske 
porazdelitve je MP7 zastopan z delci velikimi 294,4 µm, MP1 pa 349 µm. Prav tako sta 
zastopana z podobno velikostjo v povprečni vrednosti številčne porazdelitvi in sicer MP7 z 
delci velikimi 136,8 ± 116 µm in MP1 z delci velikimi 105,8 ± 111,9 µm. Kot 
pričakovano, je največji delež največjih delcev pri tipu MP4, saj je MP4 prva frakcija, ki 
smo jo pridobili z ekstrakcijo iz peeling kozmetičnega izdelka ter jo nadalje zmleli v 
manjšo frakcijo. Po povprečni vrednosti volumske porazdelitve so v največjem deležu 
zastopani z delci velikimi 379,2 µm ter po povprečni vrednosti številčne porazdelitve z 
delci velikimi 183,1 ± 127,4 µm. Tip MP5 je izoliran iz kozmetičnega produkta (peeling 
gela) druge blagovne znamke in je porazdelitev delcev nekoliko drugačna kot pri MP4. 
Povprečna vrednost volumske porazdelitve delcev v tipu MP5 je približno 305,5 µm, po 
povprečni vrednosti številčne porazdelitve pa prevladujejo delci veliki približno 71,3 µm. 
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Slika 5: Porazdelitev velikosti delcev za določen tip MP. MV – povprečna vrednost volumske porazdelitve; 
MN – povp. vr. številčne porazdelitve; MA – povp. vr. porazdelitve po površini; SD – standardna deviacija. 
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Slika 6 (Levo): Volumska porazdelitev uporabljenih tipov MP prikazana s frekvenčno porazdelitvijo (%) na 
prirastnem grafu. 
Slika 7 (Desno): Volumska porazdelitev uporabljenih tipov MP, prikazana s kumulativno porazdelitvijo (%). 
Slika 6 in 7 prikazujeta frekvenčno in kumulativno porazdelitev volumske porazdelitve 
vseh uporabljenih tipov MP. Kot je razvidno iz grafov so v splošnem po volumski 
porazdelitvi manjši tipi MP8, MP2, MP3 in MP6 ter večji tipi MP7, MP1, MP4. 
4.2 REZULTATI OPTIMIZACIJE TESTA 
4.2.1 Vpliv soniciranja na obnašanje MP v testni disperziji 
Z opazovanjem obnašanja MP v testnih disperzijah smo ugotovili, da se mikroplastika v 
ne-soniciranih disperzijah pojavlja v večjih kosmih in ima večjo težnjo do plavanja na 
gladini testnih disperzij. S soniciranjem smo v testnih disperzijah opazili manjše kosme ali 
posamezne mikroplastične delce. Delci so v soniciranih disperzijah plavali v vodnem 
stolpcu, po določenem času pa so se posedli na dno petrijevke (Slika 8). 
 
 
Slika 8: Nesonicirana (levo) in sonicirana (desno) testna disperzija z delci MP8.  
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4.2.2 Vpliv predhodnega hranjenja na občutljivost osebkov 
Vrednosti EC50 za referenčno kemikalijo (K2Cr2O7) sta bili po 24-ih urah 1.34 mg/L za 
bolhe, ki so bile predhodno hranjene z zeleno algo in 1.32 mg/L za bolhe, ki niso bile 
predhodno hranjene. Vrednosti EC50 po 24-ih urah se skladajo s predpisanimi vrednostmi 
standarda EN ISO 6341:2012 (0.6-1.7 mg/L) (2012), kar nakazuje, da je naš test veljaven 
tako za predhodno nahranjene kot ne-hranjene osebke (Jemec in sod., 2016). 
4.2.3 Strupenost izlužka s površine MP 
Izlužki, ki smo jih pridobili z 48 urnim namakanjem MP in jih uporabili kot tesni medij za 
osebke D. magna, niso imeli vpliva na smrtnost osebkov. Z analizo izlužkov s plinsko 
kromatografijo sklopljeno z masno spektrometrijo v mejah detekcije nismo zaznali nobenih 
organskih snovi (Jemec in sod., 2016).  
4.3 VPLIV VELIKOSTI MP NA BIODOSTOPNOST PRI D. magna 
4.3.1 Prisotnost MP v prebavnem traktu osebkov D. magna 
S pregledom polnosti prebavnega trakta preživelih osebkov smo ugotovili, da so osebki D. 
magna sposobni zaužiti vse izpostavljene delce V prvem eksperimentu (».1«) so osebki v 
največji meri (več kot 50 % osebkov je imelo poln prebavni trakt) zaužili delce MP8 (87,5 
% osebkov), MP4 (70 % osebkov), MP2 (66,7 % osebkov), MP3 (62,5 % osebkov) in MP7 
(66,7 % osebkov). Manj kot 50 % osebkov je imelo poln prebavni trakt z delci MP1, MP5 
in MP6. Vendar je pri slednjem tipu MP ravno največji delež osebkov s pol polnim 
prebavnim traktom (MP6. 1 – 60 %). Najmanj so osebki D. magna zaužili MP5 in MP1( 
70 % in 50 % osebkov je imelo prazen prebavni trakt).  
V drugem eksperimentu je imelo največ osebkov poln prebavni trakt z MP8 (88,9 % 
osebkov), MP2 (80 % osebkov), MP6 (66,7 % osebkov) in MP3 (60 % osebkov). Kot v 
eksperimentu 1, so osebki najmanj zaužili MP5 in MP1 (70 % in 55,6 % osebkov je imelo 
prazen prebavni trakt).  
 
S primerjavo polnosti prebavnega trakta osebkov iz eksperimentov 1 in 2 lahko opazimo, 
da v obeh eksperimentih organizmi zaužijejo različno količino MP4, MP6 in MP7. V 
prvem eksperimentu z MP4 in MP7 je imelo več osebkov polne in pol polne prebavne 
trakte v primerjavi z drugim eksperimentom, v katerem se pri MP4 polnost ni pojavljala, z 
MP7 pa je imelo poln prebavni trakt le 20 % osebkov. Nasprotno, je z MP6 imelo 26 % 
več osebkov bolj poln prebavni trakt v prvem eksperimentu kot v drugem. (Slika 9).  
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Slika 9: Delež živih osebkov D. magna z/brez MP v prebavnem traktu za vsak eksperiment posebej (MP1, 
MP2, … pomeni tip MP; decimalno število pomeni številka eksperimenta - .1 = eksperiment 1; .2 = 
eksperiment 2). 
Z analizo združenih podatkov polnosti prebavnega trakta iz eksperimentov 1 in 2 smo 
ugotovili, da je največ osebkov imelo poln prebavni trakt z MP8 (88,2 % osebkov), MP2 
(73,7 % osebkov), MP3 (61,1 % osebkov) in MP6 (52,6 % osebkov) (Slika 10). Organizmi 
iz testnih disperzij z MP5 in MP1 so zaužili najmanj delcev (5 % in 10,53 % osebkov s 
praznim prebavnim traktom). Smrtnost se po 24 urnem regeneracijskem testu z D. 
subspicatus (2 mg C/L) ni povečala, kar pomeni, da so si osebki v večji meri opomogli, 
hkrati pa smo z vizualnim pregledom ugotovili, da so MP izločili. 
 
Slika 10: Delež živih osebkov D. magna z/brez MP v prebavnem traktu za združene podatke obeh 
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S Pearsonovim koeficientom korelacije (2-stranski test; p ≤ 0,05) smo ugotovili, da je 
velikost delcev po povprečni volumenski porazdelitvi v negativni korelaciji s polnostjo in v 
pozitivni korelaciji s praznostjo prebavnega trakta osebkov (Slika 11). 
 
Slika 11: Korelacija med številom osebkov s polnim ( ■ ) oz. praznim (▲ ) prebavnim traktom in velikostjo 
delcev. 
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4.3.2 Vpliv MP na smrtnost osebkov D. magna 
Po 48 urah izpostavljanja osebkov D. magna je bila smrtnost pri vseh uporabljenih tipih 
MP ≤ 10 %, kar je po standardu EN ISO 6341:2012 (2012) in OECD 202 (2004) največja 
dovoljena smrtnost glede na kontrolo in znotraj katere lahko zaključimo, da MP pri 
koncentraciji 100 mg/L nima vpliva na smrtnost osebkov (Slika 12). 
 
Slika 12: Smrtnost osebkov D. magna pri izpostavljanju MP v ekperimentih 1 (.1) in 2 (.2). K1 in K2 sta 

































po 48 urah izpostavljanja po 24 urnem regeneracijskem testu skupna smrtnost po 72 urah
Kunej U. Vpliv velikosti mikroplastike na biodostopnost pri izbranih vrstah vodnih rakov. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2017 35 
4.3.3 Vpliv MP na velikost osebkov D. magna 
Podatke za velikost vodnih bolh podajamo ločeno za poskus 1 in poskus 2. V poskusu 1 
smo ugotovili, da so srednje vrednosti velikosti osebkov iz testnih disperzij z MP1, MP2, 
MP3, MP6, MP7 statistično značilno večje od srednjih vrednosti velikosti osebkov iz 
kontrolne raztopine (enostranska ANOVA, Tukey test za primerjavo srednjih vrednosti, p 
≤ 0,05). V poskusu 2 so bili statistično večji osebki le v primeru MP3, vendar pa je trend 
povečanja velikosti opažen tudi pri MP1, MP2, MP6, in MP8.  
 
V eksperimentu 2 so bili osebki iz testnih disperzij z MP4 in MP5 statistično značilno 
manjši glede na velikost kontrolnih osebkov. Enak statistično neznačilen trend je bil 
opažen tudi v poskusu 1 (za MP5 ). Velikost osebkov iz kontrolnih raztopin se med 
eksperimentoma 1 in 2 ni statistično značilno razlikovala. 
 
Slika 13: Enostranska ANOVA analiza (Tukey test za primerjavo srednjih vrednosti, p ≤ 0,05) odvisnosti 
podatkov velikosti osebkov D. magna od velikosti in tipa MP. Črni kvadratki prikazujejo srednje vrednosti, 
┬ je zgornja meja in ┴ spodnja meja brkov. Z »*« so označene statistično značilno različne velikosti osebkov 
glede na kontrolo. K je kontrola; MP1, MP2,…so tipi MP; n = število osebkov vključenih v vzorec.  
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S statistično analizo (enostranska ANOVA, Tukey test, p ≤ 0,05) združenih podatkov iz 
obeh eksperimentov smo ugotovili, da so srednje vrednosti velikosti osebkov D. magna iz 
testnih disperzij z MP1, MP2, MP3 in MP8 statistično značilno večje od srednje vrednosti 
velikosti osebkov iz kontrolne raztopine (Slika 14). 
 
Slika 14: Enostranska ANOVA analiza (Tukey test, p ≤ 0,05) odvisnosti združenih podatkov velikosti 
osebkov D. magna od velikosti in tipa MP. Črni kvadratki prikazujejo srednje vrednosti, ┬ je zgornja meja in 
┴ spodnja meja brkov. Z »*« so označene statistično značilno različne velikosti osebkov glede na kontrolo. K 
je kontrola; MP1, MP2,… so tipi MP. 
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4.4 VPLIV VELIKOSTI MP NA BIODOSTOPNOST PRI A. franciscana 
4.4.1 Prisotnost MP v prebavnem traktu osebkov A. franciscana 
Po 48 urnem izpostavljanju, pri nobenem od testiranih tipov MP, nismo opazili smrtnosti 
osebkov A. franciscana. S pregledom prebavnega trakta osebkov smo ugotovili, da so 
osebki zaužili vsak tip testirane MP, vendar pa so imeli v največjem deležu le delno 
zapolnjen prebavni trakt. Polnost prebavnega trakta se pri nobenem od testiranih delcev ni 
pojavila pri več kot 50 procentih osebkov. V največjem procentu smo ugotovili poln 
prebavni trakt pri osebkih iz testne disperzije z MP6 iz pravega eksperimenta (MP6.1 - 40 
% osebkov), vendar pa je imelo v drugem eksperimentu z istimi delci (MP6.2) poln 
prebavni trakt le 10 % osebkov. Prav tako je imelo poln prebavni trakt 40 % osebkov z 
MP7 iz drugega eksperimenta (MP7.2). V prvem eksperimentu z MP7 (MP7.1) noben 
osebek ni imel polnega prebavnega trakta. Pol poln prebavni trakt se je v obeh 
eksperimentih pojavljal pri 40 – 70 procentih osebkov. V največjem procentu (70 % 
osebkov) so imeli pol poln prebavni trakt osebki v eksperimentih in testnih disperzijah z 
MP2.2, MP3.1, MP4.1 in MP6.2. Osebki s praznim prebavnim traktom so se pojavljali v 
največ 40 procentih (Slika 15). Smrtnost se ni pojavila niti po 24 urnem regeneracijskem 
testu z D. subspicatus (2 mg C/L). 
 
Slika 15: Delež živih osebkov A. franciscana z/brez MP v prebavnem traktu za vsak eksperiment posebej 
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Analiza združenih podatkov kaže, da se je polnost v največjem procentu pojavljala pri 
osebkih iz testne disperzije z MP6 (25 % osebkov), noben osebek pa ni imel polnega 
prebavnega trakta z MP5. Pol poln prebavni trakt se pojavlja pri 50 % do 65 % osebkov. 
Največ osebkov (65 %) s pol polnim prebavnim traktom je iz testnih disperzij z MP2, MP4 
in MP3 (Slika 16). Najmanj so osebki zaužili MP5 (40 % osebkov je imelo prazen 
prebavni trakt). 
 
Slika 16: Delež živih osebkov A. franciscana z/brez MP v prebavnem traktu za združene podatke obeh 
eksperimentov (MP1, MP2, … pomeni tip MP).  
S Pearsonovim koeficientom korelacije (2-stranski test; p ≤ 0,05) smo ugotovili, da polnost 
oziroma praznost prebavnega trakta osebkov A. franciscana ni v korelaciji z velikostjo 
delcev (Preglednica 4). 
Preglednica 4: Pearsonov koeficient korelacije med velikostjo MP (MV-µm) in polnostjo prebavnega trakta 
osebkov A. franciscana. 
  
Polni Pol polni Prazni 
Pearsonov koef. korel.  MV(µm) -0,36 -0,25 0,49 
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4.4.2 Vpliv MP na velikost osebkov A. franciscana 
V eksperimentu 1 so osebki iz testnih disperzij z delci MP1, MP3 in MP4 statistično 
značilno manjši od osebkov iz kontrolne raztopine. V eksperimentu 2 so od kontrolnih 
osebkov statistično značilno manjši osebki iz testnih disperzijah z delci MP3, MP4, MP6 in 
MP7 (Slika 17). 
 
Slika 17: Enostranska ANOVA analiza (Tukey test, p ≤ 0,05) odvisnosti podatkov velikosti osebkov A. 
franciscana (n =10) od velikosti in tipa MP. Črni kvadratki prikazujejo srednje vrednosti, ┬ je zgornja meja 
in ┴ spodnja meja brkov. Z »*« so označene statistično značilno različne velikosti osebkov glede na 
kontrolo. K je kontrola; MP1, MP2,… so tipi MP. 
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S statistično analizo (ANOVA, Tureky test, p ≤ 0,05) združenih podatkov velikosti 
osebkov A. franciscana iz obeh eksperimentov smo ugotovili, da so osebki iz testnih 
disperzij z MP3, MP4, MP6, MP7 in MP8 statistično značilno manjši od osebkov iz 
kontrolne raztopine.  
 
Slika 18: Enostranska ANOVA analiza (Tukey test, p ≤ 0,05) odvisnosti združenih podatkov velikosti 
osebkov A. franciscana (n=20) od velikosti in tipa MP. Črni kvadratki prikazujejo srednje vrednosti, ┬ je 
zgornja meja in ┴ spodnja meja brkov. Z »*« so označene statistično značilno različne velikosti osebkov 
glede na kontrolo. K je kontrola; MP1, MP2,… so tipi MP. 
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5 RAZPRAVA 
5.1 OPTIMIZACIJA TESTA 
5.1.1 Vpliv predhodnega hranjenja na biodostopnost MP in smrtnost osebkov 
Po 48 urnem izpostavljanju osebkov D. magna MP se smrtnost ni razlikovala med 
predhodno hranjenimi in ne hranjenimi osebki. Prav tako nismo zaznali razlike v količini 
prisotne MP v črevesju predhodno hranjenih in ne nahranjenih osebkov. Slednja ugotovitev 
je proti našim pričakovanjem, saj smo bili mnenja, da bodo imeli ne nahranjeni osebki 
večjo težnjo po zaužitju MP. Občutljivost na referenčno kemikalijo (K2Cr2O7) je bila enaka 
tako pri predhodno hranjenih, kot ne nahranjenih osebkih, kar nakazuje, da ne nahranjeni 
osebki niso pod večjim fiziološkim stresom. 
5.1.2 Strupenost izlužka s površine MP 
Z namakanjem posameznih tipov MP v testni disperziji smo pridobili izlužke, ki smo jih 
uporabili kot testni medij ter analizirali s plinsko kromatografijo sklopljeno z masno 
spektrometrijo. S tem smo testirali potencialno prisotnost strupenih snovi, ki bi lahko bile 
vezane na površino MP ali bi se izlužile iz polimernega matriksa in prispevale k povečani 
smrtnosti osebkov. Rezultati izpostavljanja in analize izlužkov so pokazali, da izlužki 
uporabljenih tipov MP ne vsebujejo organskih snovi, ki bi bile vezane na površino MP ali 
bi se izluževale iz polimernega matriksa in vplivale na smrtnost osebkov. Ker so bili naši 
tipi MP izolirani iz peeling gela in večkrat očiščeni je bila verjetnost prisotnih onesnažil na 
površini MP zelo majhna, razen če bi prišlo do naknadne kontaminacije MP. Vendar pa 
lahko MP v okolju, zaradi svoje velike adsorpcijske kapacitete, veže organska onesnažila 
iz okolice, le ta pa lahko dodatno vplivajo na organizme (Teuten in sod., 2007, 2009). Do 
sedaj še ni razjasnjeno ali lahko vnos MP z vezanimi onesnaževali bistveno poveča vnos 
samega onesnažila v organizme (Rehse, Kloas in Zarfl, 2016). Brown in sod. (2013) so v 
svoji raziskavi na peščenih črvih (A. marina) dokazali, da lahko aditivi (dodatki) 
(Triklosan) pronicajo iz zaužite MP (PVC) ter se prenesejo v ostala tkiva, kjer se 
potencialno bioakumulirajo. Prav tako lahko zmanjšajo prehranjevalno aktivnost in 
povečajo smrtnost tudi za več kot 55 % (Browne in sod., 2013). Vendar še je veliko 
polemik glede sproščanja in bioloških učinkov aditivov vezanih v matriks plastike 
(Thompson in sod., 2004; Teuten in sod., 2009). Aditivi se lahko suspendirajo ali kemično 
vežejo na ostale polimere, kar lahko bistveno spremeni sposobnost izluževanja in 
potencialno strupenost aditivov (Teuten in sod., 2009).  
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5.2 VPLIV VELIKOSTI MP NA BIODOSTOPNOST PRI D. magna 
5.2.1 Prisotnost MP v prebavnem traktu osebkov D. magna 
Na podlagi vizualnega pregleda polnosti črevesja lahko zaključimo, da so osebki zaužili 
vse tipe testirane MP, kar se sklada z našimi pričakovanji, saj so D. magna neselektivni 
filtratorji (Geller in Müller, 1981), ki lahko zaužijejo testirane velikostne razrede delcev 
(Nadin-Hurley in Duncan, 1976; Ebert, 2005 ). 
 
Naši podatki kažejo na povezavo med velikostjo testirane MP in biodostopnostjo. Iz naših 
podatkov lahko vidimo, da je več kot 50 % osebkov imelo poln prebavni trakt pri 
izpostavljanju MP2 (73,68 %), MP3 (61,11 %), MP6 (52,63 %) in MP8 (88,24 %). Slednji 
tipi MP so po povprečni volumski porazdelitvi zastopani z delci velikimi od 90,82 – 228,2 
μm. Izjema so le MP8, ki so dolgi od 60 μm – 1,270 mm, vendar z debelino od 2 μm – 21,5 
μm (Jemec in sod., 2016), oziroma je po povprečni volumski porazdelitvi največ delcev z 
velikostjo 90,82 μm in po povprečni številčni porazdelitvi z velikostjo 22,8 ± 23,8 μm. 
Prav zaradi majhne debeline nitk, bi lahko organizmi zlahka privzeli delce MP8. S tem 
lahko razložimo, zakaj je polnost prebavnega trakta v največjem procentu (88,24 % 
osebkov) ravno pri osebkih iz testne disperzije z MP8. V študijah v katerih so uporabili 
krogličaste delce ugotavljajo, da je največja velikost (premer) delcev, ki so jih D. magna 
lahko zaužili, približno 70 μm (Burns, 1968; Gelabert Fernández, 2001). Naši ugotovitve o 
prisotnosti filamentov v prebavnem traktu osebkov D. magna, se prav tako skladajo z 
ugotovitvami Nadin-Hurley in Duncan (1976), ki sta v prebavnem traktu osebkov iz okolja 
zaznala filamente alg z dolžino do 600 μm in širino do 225 μm. Prav tako pa Cole in sod. 
(2013) predlagajo, da je manjša MP biodostopna v večji meri. 
 
Osebki so najmanj zaužili MP5 in MP1, pri osebkih iz teh dveh testnih disperzij je imelo 
po 48-ih urah izpostavljanja 70 % in 52,6 % osebkov prazen prebavni trakt. Z 
upoštevanjem kumulativne vrednosti pol polnih in praznih v razmerju z polnimi 
prebavnimi trakti, so osebki D. magna zaužili tudi manj MP4 in MP7. Prav slednji tipi MP, 
so po povprečni volumski porazdelitvi delcev zastopani z delci večjimi od 300 µm. 
 
Razporeditev podatkov polnosti z MP4, MP6 in MP7 je neenakomerna. Razpršenost 
podatkov o polnosti prebavnega trakta z MP6 je verjetno posledica velikostno nehomogene 
porazdelitve delcev v tipu MP6. Ta tip MP je po volumski porazdelitvi zastopan s precej 
večjimi delci (228,2 µm) kot po številčni porazdelitvi (0,758 ± 156,7 µm). Prav tako se 
procent polnih in pol polnih osebkov z MP4 in MP7 med eksperimentoma 1 in 2 močno 
razlikuje. To lahko razložimo s tem, da je zaužitje MP odvisno tudi od lokalno (plastno) 
večje koncentracije delcev v testni disperziji (npr. plast plavajočih delcev na površini 
testne disperzije) na katere lahko osebek naleti. Z upoštevanjem naključnega izpostavljanja 
lokalno večjim koncentracijam lahko predvidevamo, da obstaja povezava med 
biodostopnostjo in polnostjo osebkov. 
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S Pearsonovim koeficientom korelacije (2-stranski test statistične značilnosti; p ≤ 0,05) 
smo dokazali, da je polnost prebavnega trakta osebkov pogojena z velikostjo MP. 
Statistično značilna korelacija je med velikostjo delcev in polnostjo, pri čemer se z 
naraščajočo velikostjo MP polnost osebkov zmanjšuje, nasprotno pa se z naraščajočo 
velikostjo MP povečuje praznost prebavnega trakta. Z vsemi ugotovitvami lahko 
zaključimo, da je biodostopnost MP pri testni vrsti D. magna odvisna od velikosti MP in 
da so manjši velikostni razredi testiranih tipov MP dostopni v večji meri kot večji 
velikostni razredi MP. 
 
Z 24 urnim regeneracijskim testom smo ugotovili, da D. magna v večji meri izločijo vse 
testirane tipe MP, hkrati pa si opomorejo, saj se smrtnost med testom ni povečala. Naši 
rezultati se skladajo z ugotovitvami Cole in sod. (2013) in Setälä in sod. (2014), ki 
ugotavljajo, da lahko morski zooplanktonski organizmi zaužito MP izločijo.  
5.2.2 Vpliv velikosti MP na smrtnost osebkov D. magna 
Ker je bila smrtnost po 48 urnem izpostavljanju po standardih EN ISO 6341:2012 (2012) 
in OECD 202 (2004) manjša od 10 % glede na kontrolo, lahko zaključimo, da noben 
velikostni razred testirane mikroplastike nima vpliva na smrtnost. Naši podatki pri 
koncentraciji 100 mg MP/L ne kažejo na korelacijo med velikostjo testiranih 
mikroplastičnih delcev in smrtnostjo. Smrtnost ni presegala več kot 10 % glede na kontrolo 
niti pri delcih MP8, pri katerih smo ugotovili največji procent polnosti prebavnega trakta 
(Slika 9). Vendar pa Rehse, Kloas in Zarfl (2016) ugotavljajo, da je negibnost D. magna 
pri izpostavljanju polietilenski MP z velikostjo 1 μm odvisna od časa izpostavljanja in 
koncentracije. Ugotovili so, da je bila po 96 urah efektivna koncentracija (EC50) 57,43 
mg/L (Rehse, Kloas in Zarfl, 2016). 
5.2.3 Vpliv MP na velikost osebkov D. magna pri akutnem izpostavljanju  
Pri primerjavi statistične analize obeh eksperimentov lahko opazimo trend, ki kaže, da so 
osebki iz testnih disperzij z MP1, MP2, MP3, MP6, MP7 statistično značilno večji od 
osebkov iz kontrolne raztopine (enostranska ANOVA, Tukey test, p ≤ 0,05). Nasproten 
trend lahko opazimo pri osebkih iz testnih disperzij MP4 in MP5, kateri so v drugem 
eksperimentu statistično značilno manjši od kontrolnih.  
 
Rezultati združene analize kažejo, da so osebki iz testnih disperzij MP1, MP2, MP3 in 
MP8 statistično značilno večji od kontrolnih osebkov. Prav tako smo z analizo združenih 
podatkov o polnosti prebavnega trakta ugotovili, da je več kot 50 % osebkov iz testnih 
disperzij z MP2, MP3 in MP8 imelo poln prebavni trakt. S trendom, ki se kaže, bi lahko 
predvidevali, da obstaja povezava med polnostjo osebkov in velikostjo. To bi pomenilo, da 
so osebki s polnim prebavnim traktom večji od kontrolnih osebkov, kar je posledica 
mehanskega vpliva polnosti črevesja, vendar pa s Pearsonovim koeficientom korelacije 
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nismo ugotovili povezave med velikostjo osebkov in polnostjo prebavnega trakta. S temi 
ugotovitvami, lahko zaključimo, da uporabljeni tipi MP, v času 48 urne izpostavitve, ne 
vplivajo na velikost osebkov. Nasprotno od naših ugotovitev pa so Besseling in sod. (2014) 
potrdili, da PS nanoplastika (~70 nm) pri D. magna negativno vpliva na velikost osebkov. 
Vendar pa rezultatov ne moremo primerjati, saj smo v naši raziskavi uporabili delce 
mikrometrskega velikostnega razreda (~20 µm in več). 
 
Za natančnejše rezultate, bi morali v prihodnosti izmeriti dolžine osebkov vsake skupine 
posebej (polnih, pol polnih in praznih osebkov) ter analizirati velikost delcev iz 
prebavnega trakta. To nam bi omogočilo izračun korelacije med polnostjo prebavnega 
trakta z določenim velikostnim razredom MP in velikostjo organizmov. Prav tako bi morali 
izvesti kronične teste strupenosti, pri katerih bi spremljali rast in levitev osebkov, s čimer 
bi dobili natančnejše podatke o kroničnem vplivu MP na rast. Trenutno še ni literature, s 
katero bi lahko primerjali naše podatke oziroma literature, ki bi potrdila ali ovrgla vpliv 
MP na velikost oziroma rast planktonskih organizmov kot so vodne bolhe. 
5.3 VPLIV VELIKOSTI MP NA BIODOSTOPNOST PRI A. franciscana 
5.3.1 Prisotnost MP v prebavnem traktu osebkov A. franciscana 
Pri osebkih A. franciscana smo, prav tako kot pri D. magna, v črevesju opazili vse tipe 
testirane MP. Te ugotovitve se skladajo z našimi pričakovanji, saj so A. franciscana ne-
selektivni filtratorji, ki se hranijo z mikro-algami, bakterijami in detritom (Makridis in 
Vadstein, 1999). Sposobnost zaužitja MP filamentov z velikostjo 10 x 40 μm (100 
mikroplastičnih filamentov/mL) pa dokazuje tudi Cole (2016). Po dveh urah izpostavljanja 
je MP opazil pri 72 ± 2,2 % izpostavljenih osebkih A. franciscana. V povprečju je opazil 
1,4 ± 0,1 MP filamentov/organizem (Cole, 2016). Prav tako so že v predhodnih študijah 
dokazali, da so nauplii A. franciscana sposobni zaužitja PE mikrokroglic v velikosti 1-5 
μm in 10-20 μm (60 mikroplastičnih delcev/naupli), ki se lahko s trofičnim prenosom 
prenesejo v plenilce (Danio rerio) (Batel in sod., 2016).  
 
Največji procent osebkov s polnim prebavnim traktom smo opazili pri osebkih iz testne 
disperzije z MP7 v drugem eksperimentu (MP7.2) in iz testne disperzije z MP6 v prvem 
eksperimentu (MP6.1). Nasprotno, osebki iz prvega eksperimenta z MP7 (MP7.1) niso 
imeli polnega črevesja in kar 40 % osebkov je imelo prazen prebavni trakt. Pri osebkih iz 
drugega eksperimenta z MP6 (MP6.2) pa je imelo poln prebavni trakt le 10 % osebkov. 
Tako kot pri D. magna lahko tudi tukaj zaključimo, da je razpršenost podatkov o polnosti 
prebavnega trakta z MP6 posledica nehomogene porazdelitve delcev MP6. Takšna 
razpršenost podatkov o polnosti z MP6 in MP7 kaže tudi tukaj na možnost lokalno 
(plastno) povečane koncentracije MP v testni disperziji. Polnost prebavnega trakta 
osebkov, bi bila v takšnem primeru lahko odvisna od koncentracije manjših delcev in 
zadrževalnega časa osebka v tej plasti testne disperzije.  
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Z analizo združenih podatkov smo ugotovili, da se polnost pojavlja pri največ 25 % 
osebkov (z MP6), delno polni prebavni trakti pa se pojavljajo pri 50 – 65 % osebkov. Tako 
kot osebki D. magna, so tudi A. franciscana najmanj zaužili MP5, saj se je v obeh 
eksperimentih pojavljalo 40 % osebkov s praznim prebavnim traktom. 
 
Trend polnosti prebavnega trakta je pri A. franciscana podoben kot pri D. magna, vendar s 
to razliko, da so imeli osebki v nižjem procentu polne prebavne trakte in v večjem procentu 
pol polne. Biodostopnost bi lahko bila odvisna od velikosti MP, vendar s Pearsonovim 
koeficientom korelacije (2-stranski test; p ≤ 0,05) nismo ugotovili povezave med polnostjo 
prebavnih traktov osebkov in velikostjo MP. V prihodnosti bi morali opraviti pregled 
prebavnega trakta A. franciscana, s čimer bi pridobili natančnejše podatke o velikosti 
zaužite MP, saj je lahko biodostopnost MP pri A. franciscana odvisna tudi od stopnje 
filtracijske aktivnosti določenega velikostnega razreda MP. Da navpliji A. franciscana v 
največji meri zaužijejo delce v velikosti od 8 – 14 μm, ugotavljajo Makridis in Vadstein 
(1999) in Gelabert Fernández (2001). Prav tako pa Setäl, Norkko in Lehtiniemi (2016) 
ugotavljajo da način prehranjevanja organizmov vpliva na zaužitje MP. Potencialno bi 
lahko pri izpostavljanju manjšim velikostnim razredom MP, ugotovili korelacijo med 
velikostjo MP in polnostjo (biodostopnost). Do danes še ni obstoječe literature, ki bi 
potrdila ali ovrgla hipoteze o vplivu velikosti MP na biodostopnost pri A. franciscana. V 
noben od eksperimentov nismo opazili statistično značilne razlike v smrtnosti osebkov iz 
testnih disperzij z MP v primerjavi s kontrolo. Naši rezultati se ujemajo z rezultati Bergami 
in sod. (2016), ki so uporabili nano polistirene delce (40 nm in 50 nm, 5-100 μg/mL) in po 
po 48 urnem izpostavljanju prav tako niso opazili povečane smrtnosti navplijev A. 
franciscana (Bergami in sod., 2016).  
5.3.2 Vpliv MP na velikost osebkov A. franciscana pri akutnem izpostavljanju 
Ugotovili smo, da so osebki iz testnih disperzij z MP1, MP3 in MP4 v prvem 
eksperimentu, statistično značilno manjši od osebkov iz kontrolne raztopine. V drugem 
eksperimentu pa so od kontrolnih osebkov statistično značilno manjši tudi osebki iz testnih 
disperzij z MP6 in MP7. Pri primerjavi podatkov obeh eksperimentov, lahko opazimo 
razpršenost podatkov, saj se statistično značilen vpliv na velikost A. franciscana v obeh 
eksperimentih kaže le pri osebkih izpostavljenih MP3 in MP4. S Pearsonovim 
koeficientom korelacije nismo ugotovili povezave med številom osebkov s polnim in pol 
polnim prebavnim traktom in velikostjo osebkov, kar pomeni, da se statistično značilne 
razlike v velikosti osebkov iz testnih disperzij in kontrolne raztopine, ne pojavljajo zaradi 
prisotnosti MP v prebavnem traktu. V prihodnosti bi morali osebke A. franciscana 
izpostavljati manjšim velikostnim razredom MP, kot smo jih uporabili v naši raziskavi, saj 
Bergami in sod. (2016) ugotavljajo, da požiranje in adherenca 40 nm NH2 in 50 nm COOH 
oplaščenih polistirenskih nanodelcev (5 - 100 μg/mL) pri larvah A. franciscana zmanjša 
stopnjo prehranjevanja, ovira gibljivost in poveča stopnjo levitve.  
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Rezultati eksperimentov o vplivu MP na vodne testne organizme kažejo, da: 
- so testni organizmi sposobni zaužitja vseh tipov testiranih mikroplastičnih delcev. 
- je pri D. magna velikost MP v korelaciji s polnostjo prebavnega trakta, kar pomeni da so 
delci manjši od 150 µm (MP8, MP2, MP3) biodostopni v večji meri kot večja MP. 
- je polnost prebavnega trakta z MP odvisna od testne vrste (procent osebkov A. 
franciscana s polnim prebavnim traktom je manjši kot pri osebkih D. magna). 
- za dane velikostne razrede testirane MP pri A. franciscana ni korelacije med polnostjo 
prebavnega trakta in velikostjo testirane MP. 
- zaužitje testiranih MP delcev ni imelo vpliva na smrtnost pri nobeni testni vrsti. 
- se iz polimernega matriksa MP niso izluževale strupene snovi, ki bi negativno vplivale na 
preživetje testnih organizmov.  
- je vpliv MP na velikost osebkov potrebno še podrobneje raziskati, saj so podatki zaužitja 
MP zelo razpršeni. Vendar pa se pojavlja trend ki kaže, da je zaužitje MP odvisno od 
velikosti MP, slojno povečane koncentracije MP v testni disperziji in testne vrste oziroma 
njene filtracijske aktivnosti za določeno velikost MP.  
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Vse več novejših študij dokazuje, da so naravni in umetni vodni sistemi močno onesnaženi 
z mikroskopsko velikimi plastičnimi delci oziroma MP. MP sestavljajo različne polimerne 
vrste v raznolikih oblikah in velikostnih razredih. Čeprav v zadnjih letih narašča 
zaskrbljenost zaradi onesnaženosti vodnih sistemov z MP, pa o njenih morebitnih učinkih 
na organizme vemo le malo. Za boljše razumevanje negativnih učinkov MP je ključnega 
pomena, da ugotovimo katere lastnosti MP negativno vplivajo na organizme. Ugotavljanje 
vpliva same MP je začetni korak, za ugotavljanje bolj kompleksnih interakcij med MP in 
organizmi ter ostalimi snovmi, ki so prisotne v vodnih sistemih.  
 
V raziskovalnem delu za magistrsko nalogo smo se osredotočili na vpliv velikosti MP na 
biodostopnost pri testnih vrstah D. magna in A. franciscana. Predvsem nas je zanimalo, če 
so izbrane testne vrste sposobne zaužiti MP. V preliminarnih eksperimentih smo opazovali 
razlike med soniciranimi in ne-soniciranimi testnimi disperzijami oziroma razlike v 
obnašanju MP v testnih raztopinah in vpliv predhodnega hranjenja osebkov. V končnih 
eksperimentih smo na podlagi preliminarnih rezultatov ugotavljali kakšen vpliv ima MP 
različnih oblik in velikosti na smrtnost in velikost osebkov. Z opazovanjem, slikanjem in 
merjenjem velikosti organizmov, smo pridobili podatke o smrtnosti in polnosti prebavnega 
trakta osebkov ter opravili statistično analizo vpliva velikosti MP na zmožnost zaužitja le 
te in vpliv na velikost testnih organizmov.  
 
Pri obeh testnih vrstah smo ugotovili, da so sposobne zaužiti vse tipe MP, ki smo jih 
uporabili v naši raziskavi (Preglednica 2). Rezultati kažejo, da je pri D. magna polnost 
prebavnega trakta v korelaciji z velikostjo MP ter da je večji procent osebkov s polnim 
prebavnim traktom iz testnih disperzij z MP manjšo od 150 µm. S tem smo ugotovili, da je 
biodostopnost pri D. magna odvisna od velikosti MP. 
 
Hkrati smo ugotovili, da je zaužitje odvisno od testne vrste, saj je delež osebkov D. magna 
s polnim prebavnim traktom večji, kot delež osebkov A. franciscana, vendar pa je delež 
osebkov pri slednjih večji s pol polnim prebavnim traktom. Trend polnosti z manjšo MP 
pri A. franciscana kaže na potencialno povezavo med velikostjo MP in polnostjo, vendar 
tega statistično ne moremo potrditi za velikostne razrede MP, ki smo jih uporabili v naši 
raziskavi. V prihodnosti bi morali uporabiti manjšo MP, ki bi lahko pokazala na korelacijo 
med velikostjo MP in polnostjo prebavnega trakta pri A. franciscana.  
 
Smrtnost po 48 urnem testu strupenosti za vse testirane tipe MP po standardih EN ISO 
6341:2012 (2012) in OECD 202 (2004) pri nobeni testni vrsti ni presegala 10 % smrtnosti 
glede na kontrolo. Prav tako pa se smrtnost ni povečala po 24 urnem regeneracijskem testu 
z algo D. subspicatus (2 mg/L). Zaključili smo, da noben tip uporabljenih mikroplastičnih 
delcev pri koncentraciji 100 mg/L ni imel vpliva na smrtnost osebkov. 
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Čeprav smo pri obeh testnih vrstah ugotovili, da se velikosti osebkov iz določenih disperzij 
z MP, statistično značilno razlikujejo od velikosti kontrolnih osebkov, tega zaradi 
prevelike razpršenosti podatkov ne moremo zaključiti. Prav tako smo s Pearsonovim 
korelacijskim koeficientom pri obeh testnih vrstah ugotovili, da število osebkov s polnim, 
pol polnim in praznim prebavnim traktom ni v korelaciji z velikostjo osebkov, kar pomeni, 
da polnost osebkov z MP, kljub večji biodostopnosti, ne vpliva na velikost osebkov. Trend 
v podatkih sicer kaže na potencialno povezavo med polnostjo prebavnega trakta z MP in 
velikostjo osebkov, vendar bi morali eksperimente izvesti z manjšimi velikostnimi razredi 
MP. 
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PRILOGA A 
Podatki testov strupenosti z D. magna 
Priloga A1: Podatki o smrtnosti osebkov D. magna po 48 urnem izpostavljanju, 24 urnem 
regeneracijskem testu in skupna smrtnost po 72-ih urah.  
 
Delci 
Smrtnost po 48 urah 
izpostavljanja 
Smrtnost po 24 urnem 
regeneracijskem testu 
Skupna smrtnost po 72 urah 
Eksperiment 1 
Št. mrtvih 














K 0/15 0 0/5 0 0/15 0 
MP1 0/15 0 0/5 0 0/15 0 
MP2 1/15 6,67 0/5 0 1/15 6,67 
MP3 2/15 13,33 0/5 0 2/15 13,33 
MP4 0/15 0 0/5 0 0/15 0 
MP5 0/15 0 0/5 0 0/15 0 
MP6 0/15 0 0/5 0 0/15 0 
MP7 1/15 6,67 0/5 0 1/15 6,67 
MP8 2/15 13,33 0/5 0 2/15 13,33 
Eksperiment 2 
K 0/20 0 0/10 0 0/20 0 
MP1 2/20 10 0/9 0 2/20 10 
MP2 0/20 0 1/10 10 1/20 5 
MP3 0/20 0 0/10 0 0/20 0 
MP4 0/20 0 0/10 0 0/20 0 
MP5 0/20 0 0/10 0 0/20 0 
MP6 2/20 10 0/9 0 2/20 10 
MP7 2/20 10 0/9 0 2/20 10 
MP8 1/20 5 0/10 0 1/20 5 
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Priloga A2: Polnost črevesja osebkov D. magna za vsak eksperiment posebej. (MP1, MP2, … pomeni 
tip MP; decimalno število pomeni številka eksperimenta - .1 = eksperiment 1; .2 = eksperiment 2)  
Delci 
Polni % Pol polni % Prazni % Vsi 
MP1.1 1 10 4 40 5 50 10 
MP1.2 1 11,11 3 33,33 5 55,56 9 
MP2.1 6 66,67 3 33,33 0 0 9 
MP2.2 8 80 2 20 0 0 10 
MP3.1 5 62,5 2 25 1 12,5 8 
MP3.2 6 60 2 20 2 20 10 
MP4.1 7 70 2 20 1 10 10 
MP4.2 0 0 6 60 4 40 10 
MP5.1 1 10 2 20 7 70 10 
MP5.2 0 0 3 30 7 70 10 
MP6.1 4 40 6 60 0 0 10 
MP6.2 6 66,67 2 22,22 1 11,11 9 
MP7.1 6 66,67 3 33,33 0 0 9 
MP7.2 2 20 6 60 2 20 10 
MP8.1 7 87,50 1 12,5 0 0 8 
MP8.2 8 88,89 1 11,11 0 0 9 
 
Priloga A3: Združeni podatki polnosti črevesja D. magna v obeh eksperimentih glede na tip MP. 
Delci 
Polni % Pol polni % Prazni % Vsi 
MP1 2 10,53 7 36,84 10 52,63 19 
MP2 14 73,68 5 26,32 0 0 19 
MP3 11 61,11 4 22,22 3 16,67 18 
MP4 7 35 8 40 5 25 20 
MP5 1 5 5 25 14 70 20 
MP6 10 52,63 8 42,11 1 5,26 19 
MP7 8 42,11 9 47,37 2 10,53 19 
MP8 15 88,24 2 11,76 0 0 17 
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Priloga A4: Velikost osebkov D. magna (µm). 
Osebek K MP1 MP2 MP3 MP4 MP5 MP6 MP7 MP8 
Eksperiment 1 
1 825,973 856,144 841,554 925,914 870,482 841,563 840,809 898,533 819,235 
2 875,940 933,830 932,834 873,484 836,591 826,508 967,755 945,329 855,265 
3 825,948 964,7552 952,264 861,399 945,079 853,315 926,368 905,805 842,320 
4 874,280 886,010 918,799 814,305 859,407 819,973 788,470 990,656 844,100 
5 862,959 912,385 1012,363 856,978 870,256 830,251 962,360 874,007 962,56 
6 813,486 851,001 907,140 882,951 827,491 923,279 890,465 935,258 819,235 
7 821,001 889,266 810,743 928,983 860,048 783,144 916,931 901,201 972,378 
8 859,303 898,715 834,248 931,926 846,818 822,428 886,264 898,912 904,154 
9 873,418 901,374 915,030 
 
825,630 925,268 892,003 901,203 
 
10 829,393 912,775 
  
910,974 850,226 904,552 
  
Eksperiment 2 
1 832,349 958,339 859,164 952,312 828,749 789,726 815,331 783,764 827,435 
2 872,428 975,374 850,055 837,703 786,804 805,006 945,198 861,483 876,627 
3 829,345 817,998 870,900 847,077 849,039 792,943 859,917 813,698 858,239 
4 887,200 835,924 887,255 973,775 814,931 787,534 933,734 877,068 833,287 
5 861,34 922,541 902,973 905,804 790,980 831,801 757,281 834,984 966,438 
6 803,478 936,825 943,904 929,029 855,230 805,124 795,325 834,175 823,429 
7 812,260 916,521 866,185 856,455 809,386 809,096 815,341 850,268 968,090 
8 856,320 825,901 755,420 898,605 795,625 842,101 932,665 798,735 914,895 
9 837,799 855,736 917,994 906,310 856,916 829,782 829,146 807,168 876,137 
10 892,355 
 
861,694 923,785 810,310 835,260 
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PRILOGA B 
Podatki testov strupenosti z A. franciscana 
Priloga B1: Polnost črevesja osebkov A. franciscana za vsak eksperiment posebej. (MP1, MP2, … 
pomeni tip MP; decimalno število pomeni številka eksperimenta – ».1« = eksperiment 1; ».2« = 
eksperiment 2). 
Delci 
Polni % Polpolni % Prazni % 
MP1.1 1 10 6 60 3 30 
MP1.2 0 0 6 60 4 40 
MP2.1 2 20 6 60 2 20 
MP2.2 1 10 7 70 2 20 
MP3.1 2 20 7 70 1 10 
MP3.2 0 0 6 60 4 40 
MP4.1 2 20 7 70 1 10 
MP4.2 1 10 6 60 3 30 
MP5.1 0 0 6 60 4 40 
MP5.2 0 0 6 60 4 40 
MP6.1 4 40 5 50 1 10 
MP6.2 1 10 7 70 2 20 
MP7.1 0 0 6 60 4 40 
MP7.2 4 40 4 40 2 20 
MP8.1 1 10 6 60 3 30 
MP8.2 2 20 6 60 2 20 
 
Priloga B2: Združeni podatki polnosti črevesja A. franciscana v obeh eksperimentih glede na tip MP. 
 
Polni % Pol polni % Prazni % 
MP1 1 5 12 60 7 35 
MP2 3 15 13 65 4 20 
MP3 2 10 13 65 5 25 
MP4 3 15 13 65 4 20 
MP5 0 0 12 60 8 40 
MP6 5 25 12 60 3 15 
MP7 4 20 10 50 6 30 
MP8 3 15 12 60 5 25 
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Priloga B3: Velikost osebkov A. franciscana (µm).  
Osebek K MP1 MP2 MP3 MP4 MP5 MP6 MP7 MP8 
Eksperiment 1           
1 882,847 729,445 828,392 801,319 833,752 781,154 715,300 855,088 727,787 
2 797,916 719,021 795,765 781,796 772,395 751,780 689,646 756,858 770,224 
3 890,447 660,392 752,49 750,530 683,521 832,680 796,239 814,703 757,292 
4 922,299 707,405 755,138 790,725 781,420 800,268 708,856 792,790 738,650 
5 970,139 705,728 739,911 716,193 778,716 802,915 815,594 720,415 859,087 
6 740,739 712,842 796,781 738,941 778,684 717,874 831,229 716,199 778,996 
7 784,013 846,409 989,509 790,837 697,917 844,880 705,121 746,890 845,197 
8 790,487 694,978 854,199 765,871 842,749 852,882 737,787 816,810 849,960 
9 796,329 777,524 768,286 813,239 729,126 832,500 922,894 871,749 702,210 
10 830,649 769,325 843,282 798,556 752,335 810,397 860,425 784,193 792,023 
Eksperiment 2           
1 888,163 882,942 770,342 833,663 773,735 872,029 956,336 784,044 841,348 
2 840,602 935,730 932,887 836,562 858,447 814,987 699,621 817,787 801,336 
3 927,016 849,499 858,224 787,998 767,736 837,363 782,432 791,798 806,532 
4 918,492 955,915 875,354 797,583 752,996 865,499 835,597 821,280 857,713 
5 904,209 938,150 933,201 828,773 843,174 849,376 847,580 784,988 823,539 
6 851,115 936,614 901,352 762,728 826,388 833,592 879,698 727,980 893,621 
7 969,247 905,754 907,225 862,239 798,322 942,549 786,463 855,478 921,561 
8 902,713 964,900 922,314 865,914 785,973 905,301 795,620 812,230 811,260 
9 791,338 936,745 829,820 810,964 825,831 865,988 817,900 889,554 848,880 
10 831,967 889,652 916,335 852,435 816,792 905,746 826,501 795,579 883,648 
 
